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El presente estudio tuvo por objetivo establecer la variabilidad fenotípica y 
genotípica de linajes de Escherichia coli aisladas de heces provenientes de crías 
de alpacas con cuadros entéricos y clínicamente sanas en base a la detección de 
patrones de restricción utilizando el método de Electroforesis de campos pulsados 
(PFGE). El estudio de muestreo se realizó en una comunidad campesina del 
departamento de Huancavelica, donde se seleccionaron 160 crías de alpaca, 90 
con cuadros diarreicos y 70 clínicamente sanas, con edades comprendidas entre 
el mes y los dos meses de edad, a las cuales se les colectó con hisopo estéril una 
muestra de heces para el aislamiento e identificación de Escherichia coli en el 
Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Medicina Veterinaria de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, posteriormente se seleccionaron 
aleatoriamente 30 muestras de cada grupo para análisis de sensibilidad y 
resistencia antimicrobiana y para análisis de PFGE en el Laboratorio de 
Enteropatógenos y el Laboratorio de Biología Molecular del Instituto Nacional de 
Salud, donde se procedió a la identificación de clonalidad de las cepas con el fin 
de obtener un patrón genético de bandas, evidenciando diferencias genotípicas 
en el dendrograma, permitiendo determinar interrelaciones de las diferentes cepas 
de Escherichia coli. Con respecto a los resultados de resistencia antimicrobiana 
se observó que casi la totalidad de las cepas fueron sensibles a la mayoría de los 
antibióticos empleados, mostrando únicamente resistencia a la nitrofurantoína 
tanto en E. coli provenientes de crías de alpaca sanas como enfermas; y 
asimismo, se evidenció alta variabilidad en los patrones de PFGE entre los 
aislados de E. coli provenientes de crías de alpaca con cuadros diarreicos y las 
crías sanas, así como la evidencia de patrones de restricción idénticos entre crías 
sanas y enfermas, concluyendo la participación de Escherichia coli como parte de 
la flora normal de las alpacas, la alta variabilidad de cepas de E. coli provenientes 
de crías de alpacas y la alta resistencia a nitrofurantoína tanto en animales sanos 
como enfermos. 




The aim of this study was determination of interrelations between different strains 
of Escherichia coli in faeces samples of alpaca with enteric disorders and clinically 
healthy based in detection of restriction patterns through method of pulsed gel field 
electrophoresis (PFGE). The sample study was conducted in rural community in 
the department of Huancavelica, where 160 baby alpaca, 90 with enteric disorders 
and 70 apparently healthy, aged between one month and two months of age, were 
collected with sterile swab a stool sample for the isolation and identification of 
Escherichia coli in the Microbiology Laboratory, Veterinary Medicine Faculty, San 
Marcos University, then it selected 30 samples of each group for analysis of 
antimicrobial sensitivity and resistance, and analysis of PFGE to be processed at 
the Laboratory of Enteric Pathogens and Molecular Biology of National Institute of 
Health, which shall be continuing viability of the strains and identification of 
clonality of strains in order to obtain a genetic pattern of bands, showing genotypic 
differences in dendrogram, should determine interrelationships different strains of 
Escherichia coli. It was evidenced difference in pattern of bands between the 
samples collected from baby alpacas with enteric disorders and apparently 
healthy. It concluded the participation of Escherichia coli as causal agent of 
diarrheas in this kind of animals. With respect to the results of antimicrobial 
resistance, It was observed that almost all strains were sensitive to majority of 
antibiotics, showing only resistance to nitrofurantoin in both groups; and also high 
variability in restriction patterns were observed among E. coli isolates from baby 
alpaca with diarrhea and clinically healthy, just as identical restriction patterns 
among heathy and sick alpacas, concluding Escherichia coli participation as part 
of the normal flora of the alpacas, the high variability of E. coli strains from baby 
alpacas and high resistance to nitrofurantoin both healthy and sick animals. 
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 La elevada mortalidad de crías de alpaca, es uno de los principales factores 
que limitan el crecimiento poblacional y la productividad, siendo los cuadros 
entéricos y los procesos respiratorios las enfermedades más frecuentes 
producidas por agentes infecciosos en crías de alpacas, que en el caso de 
bacterias como Escherichia coli causa una diversidad de patologías desde 
infecciones entéricas restringidas hasta procesos septicémicos, que se explican 
por la presencia de una gama diversa de genes codificadores de factores de 
virulencia, los cuales sólo o combinados provocan un conjunto de signos clínicos 
en los animales afectados.  
 
 Existen diversos estudios que han permitido la detección de patotipos y 
factores de virulencia de Escherichia coli en distintas especies domésticas, 
incluyendo los camélidos sudamericanos; sin embargo, aún no existen estudios 
que determinen cuales son los grupos filogenéticos que estarían implicados en el 
desarrollo de cuadros entéricos en crías de alpacas, y tampoco, el flujo evolutivo 
que nos permitan determinar con precisión el origen y la evolución de las 
diferentes cepas de Escherichia coli.  
 
 El presente estudio de investigación está enfocado a la determinación de 
variabilidad fenotípica y genética de cepas de Escherichia coli para así determinar 
las relaciones entre los linajes y el grado de parentesco entre cada uno de los 
aislados de E. coli en animales con cuadros diarreicos y clínicamente sanos para 
así poder evidenciar la posible divergencia existente entre cepas de la bacteria en 
alpacas, lo cual sería de gran impacto en cuestiones de manejo, control y 
prevención, ya que es posible la existencia de una misma cepa en diferentes 
zonas donde estos animales estén destinados a la producción, y eso conllevaría a 
reducir las malas prácticas de manejo y sanidad, que permitan que cepa (s) hayan 
divergido entre diferentes localizaciones. Los resultados obtenidos indicarían una 
alta diversidad genética baja variabilidad fenotípica entre cepas de Escherichia 




CAPÍTULO I: ANTECEDENTES 
 
1.1. Etiología 
Escherichia coli es una enterobacteria que fue descubierta en 1885 por 
Theodor Escherich cuya denominación inicial fue Bacterium coli commune para 
indicar su aparición universal en el intestino de individuos sanos (Vadillo et al., 
2002). Esta bacteria pertenece a la familia Enterobacteriaceae, siendo el principal 
miembro de la microbiota bacteriana del ambiente y en las heces de especies de 
aves y mamíferos tales como pollos, porcinos y vacunos (Higgins et al., 2007).  
 
E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no esporulado, 
habitualmente dotado de flagelos, y a menudo de fimbrias (Nataro y Kaper, 1998; 
Kaper et al., 2004). Asimismo, estos organismos entéricos son oxidasa negativos, 
reducen los nitratos a nitritos, y fermentan glucosa y lactosa, y asimismo crecen 
de manera favorable en el medio Agar MacConkey (Quinn y Markey, 2005). 
 
La mayoría de las E. coli son inocuas y presumiblemente ayudan a 
mantener la fisiología saludable del hospedador (Kaper et al., 2004), sin embargo, 
una pequeña proporción de estos agentes son causas importantes de 
enfermedades a nivel mundial tanto como agente primario o bien como agente 
secundario (Quinn y Markey, 2005).  
 
Las cepas patogénicas de E. coli han desarrollado la capacidad para 
causar una amplia variedad de enfermedades en humanos y animales (Nataro y 
Kaper, 1998), debido a la adquisición de genes de virulencia móviles localizados 
en islas de patogenicidad que se encuentran localizados en los bacteriófagos 
integrados o en el plásmido, siendo mayor la susceptibilidad en animales jóvenes 
y lactantes. Se ha demostrado que la colonización de E. coli en el tracto intestinal 
en mamíferos, ocurre normalmente pocas horas después del parto, donde 
adquieren la flora intestinal de sus madres o de fuentes ambientales (Quinn y 
Markey, 2005). Asimismo, se sabe que la bacteria es capaz de sobrevivir durante 
cierto tiempo en el agua, alimento y otras fuentes medio ambientales; y su 
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aislamiento es un indicador de contaminación fecal reciente, porque es abundante 
en las heces humanas y de animales (Bell y Kyriakides, 1998; Vadillo et al., 2002).  
 
1.1.1. Clasificación 
Las cepas de E. coli están clasificadas en tres grupos distintos tales como 
cepas comensales, cepas patogénicas intestinales y cepas patogénicas extra 
intestinales (Lyhs et al., 2012). E. coli normalmente habita el intestino de los 
animales domésticos y el humano sin causar enfermedad; sin embargo, algunas 
veces causa enfermedades con múltiples complicaciones.  
 
Han sido descritos seis patotipos de las E. coli patogénicas intestinales: E. 
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC), E. coli 
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva 
(EIEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC) (Hussain, 2015). Esta clasificación 
está basada en las diferencias de los factores de virulencia, manifestaciones 
clínicas,  mecanismos de patogenicidad y serología (Quinn y Markey, 2005) 
(Tabla 1). 
 
E. coli productora de toxina Shiga (STEC) se caracteriza por la producción 
de toxinas Shiga (Stx1, Stx2 y sus variantes) (Quinn y Markey, 2005); y E. coli 
enterohemorrágica es un tipo de ésta, la misma que incluye una connotación 
clínica en la que no está implicada la STEC. La EHEC es aislada a partir de casos 
de diarrea hemorrágica por consumo, principalmente, de alimentos de origen 
animal contaminado, el cual ha ido tomando mucha importancia en los últimos 
años, recomendándose en muchos laboratorios de referencia, la vigilancia 
epidemiológica de este patógeno (Huguet et al., 2002). El serotipo clásico E. coli 
O157:H7, es considerado el serotipo de mayor importancia en salud pública a 
nivel mundial (Robinson et al., 2006). 
 
E. coli enterotoxigénicas (ETEC) son capaces de producir dos tipos de 
enterotoxinas bien definidas: toxina termolábil (LT) y toxina termoestable (ST) 
(Levine, 1987). Las cepas de ETEC han sido reconocidas por ser causantes de 
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diarrea en lechones e infección letal en animales recién nacidos (Alexander, 
1994).  
 
ETEC y STEC, esta última también llamada E. coli productora de 
verotoxina, tiende a causar diarrea postdestete. Esta enfermedad es usualmente 
el principal problema infeccioso en granjas a gran escala y causa pérdidas 
significativas a nivel mundial (Osek, 2000; Vu-Khac et al., 2006). Los tipos de E. 
coli patógenos en porcinos involucrados en la diarrea post destete típicamente 
pertenecen a los serogrupos O8, O138, O139, O141, O149, y O157.  
 
E. coli enteropatogénico (EPEC) es causa importante de diarrea en 
humanos y animales (Beutin et al., 1994). En principio, se definió a esta cepa en 
base a los serotipos O y H, sin embargo en la actualidad, se define en base a 
características patogénicas (Nataro y Kaper, 1998). EPEC y EHEC, a diferencia 
de las otras cepas patógenas de E. coli, producen lesiones histopatológicas 
únicas sobre las células epiteliales intestinales, llamadas lesiones de adhesión y 
borrado (AE: Ataching and effacing). Asimismo, estas cepas son mediadas por 
una isla de patogenicidad llamada Locus del borrado del enterocito (LEE: Locus of 
Enterocyte Effacement) (Alfredo et al., 2005).  
 
Las cepas EIEC son conocidas por causar enfermedades en seres 
humanos con un cuadro sintomatológico muy similar a las producidas por Shigella 
sp., pero difiere de las demás cepas de E. coli en su capacidad de invadir y 
multiplicarse dentro de las células epiteliales colónicas (Wasteson, 2001). 
 
E. coli necrotoxigénica (NTEC), similar a ETEC, puede elaborar dos tipos 
de factor necrotizante citotóxico (CNF1 y CNF2) (Orden et al., 1999; Staats et al., 
2003). ETEC, EPEC y EIEC han sido implicadas en enfermedades transmitidas 





Tabla 1. Visión general de patotipos de Escherichia coli (Croxen et al.) (Versión modificada En: Recent Advances in 
Understanding Enteric Pathogenic Escherichia coli, 2013) 
 
         Patotipo Hospedero (s)  Sitio de colonización  Enfermedad (es)  Fuente (s)/Reservorio (s)                 Adhesión  Marcadores 
                                       conocido(s) de contaminación      genéticos 
        tEPEC Niños < 5 años,   Intestino delgado  Diarrea acuosa  Humanos   Adhesión y borrado  eae+, bfp+, stx- 
        aEPEC adultos en alta dosis     profusa   Humanos, animales     eae+, stx- 
        STEC  Adultos, niños  Íleon distal, colon  Diarrea acuosa,  Humanos, animales,  Adhesión y borradoa  eae+ / -, stx+ 
        Colitis hemorrágica, HUS alimentos, agua  
        EIEC/Shigella Niños < 5 años, viajeros, Colon   Shigelosis/Disentería  Humanos, animales,  NA (invasiva)  ipaH+, ial+, stx+ 
         Inmunocomprometidos            bacilar, HUS                                  alimentos, agua                                                          (S.dysenteriae)  
EAEC        Adultos         Intestino delgado y/o colon       Diarrea del viajero, HUS        Alimentos, ocasionalmente          Formaciones             CFs, LT, ST 
  Niños      Diarrea persistente  adultos   apiladas y/o 
  Inmunocomprometidos    Diarrea persistente     invasivas 
         ETEC Niños < 5 años, viajeros Intestino delgado  Diarrea acuosa  Alimentos, agua, humanos, Factores de  Marcadores 
           Animales   colonización  no uniformes 
         DAEC Niños (más severo de 18 Intestino (no caracterizado) Diarrea acuosa persistente Desconocido  Difusa adherente  No  
  meses a 5 años), adultos    en niños, se especuló a     y/o invasiva  caracterizado 
        contribuir en la Enfermedad 
        de Crohn 
         AIEC  Adultos, niños  Intestino delgado  Enfermedad de Crohn Desconocido  NA (invasiva) 
        NA, no aplicable; a: Solo para STEC positivo a LEE, no para STEC negativo a LEE. 
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1.1.1.1. Escherichia coli productora de toxina Shiga 
En los años 70’ se demostró que ciertas cepas de E. coli producían una 
toxina llamada inicialmente Verotoxina (VT), a causa de su actividad inhibitoria sobre 
células Vero. Posteriormente cambió su denominación a toxina tipo Shiga (SLT: 
Shiga like toxin) (Melton-Celsa y O’Brien, 1998), siendo la actual nomenclatura es 
toxina Shiga (Stx) (Tarr y Neill, 2001), debido a que esta citotoxina es muy similar en 
cuanto a estructura, función y antigenicidad a la Stx producida por Shigella 
dysenteriae tipo 1 (Karpman et al., 1997).  
 
Los términos E. coli productora de toxina Shiga (STEC) o E. coli 
verotoxigénica (VTEC) son equivalentes y se usan dentro de la comunidad científica 
para hacer referencia a las cepas de E. coli que producen Stx1, Stx2 y sus variantes, 
o ambos (Armstrong et al., 1996; Alfredo et al., 2005). 
 
Estudios posteriores han demostrado el papel de las toxinas Shiga en el 
cuadro clínico de la infección por STEC, y el rol que cumplen los rumiantes en la 
transmisión de la enfermedad (Griffin y Tauxe, 1991). Además, muchas cepas 
pertenecientes a STEC han sido halladas comúnmente en un amplio rango de 
animales de granja y silvestres, donde en la mayoría de ellos no parece causar 
enfermedad aparente (Caprioli et al., 2005). 
 
La toxina Shiga es considerada el principal factor de virulencia, siendo la 
característica que define a EHEC. La familia Stx contiene dos grupos principales, sin 
reacción cruzada inmunológica llamados Stx1 y Stx2. Una sola cepa EHEC puede 
expresar solo Stx1, solo Stx2 o ambas toxinas. Mientras que Stx1 está altamente 
conservado, existen diferencias entre secuencias de Stx2. Estas variaciones 
encontradas son designadas como: Stx2c, Stx2v, Stx2vhb, Stx2e, entre otras; sin 
embargo, las estructuras básicas se mantienen conservadas a través de todos los 




Se ha demostrado que Stx puede causar acumulación de fluidos y lesiones 
histopatólogicas en riñones, intestino, miocardio y páncreas (O’Loughlin y Robins-
Browne, 2001). Es probable, que la capacidad de EHEC para producir lesiones A/E 
es suficiente para producir diarrea sanguinolenta pero Stx es fundamental para el 
desarrollo de diarrea sanguinolenta y colitis hemorrágica (Nataro y Kaper, 1998). 
 
Existen más de 100 serotipos diferentes de E. coli que han sido reportados 
por producir la toxina Shiga. Solamente aquellas que han sido asociadas 
clínicamente con SUH (Síndrome urémico hemolítico) son designadas como EHEC 
(Armstrong et al., 1996). Algunas cepas pertenecientes a STEC son responsables de 
la enfermedad de los edemas en cerdos (EDEC) y otro grupo asociado a la 
presentación de disentería a terneros jóvenes. 
 
1.1.1.2. Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) 
Las cepas de EHEC han sido aisladas de casos de diarrea hemorrágica por 
consumo mayoritario de alimentos de origen animal contaminado, por lo cual, ha 
cobrado mucha importancia en los últimos años (Huguet et al., 2002). Las cepas de 
E. coli enterohemorrágica se definen como aquellas E. coli que tienen la capacidad 
de producir SUH en humanos (Quinn y Markey, 2005), poseer un gen que codifica la 
potente toxina Shiga (Stx1, Stx2 y sus variantes, o ambos) (Quinn y Markey, 2005), 
causar lesiones de adhesión íntima y borrado del enterocito (Nataro y Kaper, 1998), y 
presentar un plásmido pO157 (Schmidt y Karch, 1996).  
 
La mayor parte de las investigaciones sobre factores patogénicos de EHEC 
se han centralizado en el estudio del gen stx, que se encuentra codificado en un 
bacteriófago insertado en el cromosoma. Asimismo, otros factores potenciales 
adicionales de virulencia se codifican a nivel cromosomal y en un plásmido de 60 
MDa encontrado en todas las cepas del serotipo O157:H7. El serogrupo O157 
(principalmente el serotipo antes mencionado), es la mayor preocupación de salud 
pública a nivel mundial (Robinson et al., 2006) y es reconocido como un agente 
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importante de enfermedades humanas transmitidas por alimentos (Armstrong et al., 
1996). 
 
El hallazgo histopatológico clásico en intestino incluye hemorragia y edema 
de la lámina propia intestinal. El edema y hemorragia a nivel de la submucosa en el 
colon ascendente y transverso son también hallazgos característicos (Percival et al., 
2014). Sin embargo, este tipo de lesiones no se han observado en muestras clínicas, 
pero se piensa que estas lesiones no son observadas debido a lo avanzado de la 
enfermedad al momento de la recolección de la muestra, por tanto, la lesión es solo 
evidenciada en etapas tempranas (Nataro y Kaper, 1998; Gyles et al., 2010). 
 
1.2. Epidemiología 
1.2.1. Incidencia y distribución geográfica 
Las infecciones por EHEC ocurren mundialmente, pero es en los países 
industrializados donde se reportan la mayoría de los casos esporádicos y brotes 
como en Estados Unidos y Canadá (Fig. 1). En Estados Unidos, más del 80% de 
infecciones por STEC son debido a cepas de E. coli O157 (Ochoa et al., 2008), 
principalmente involucrado el serotipo E. coli O157:H7, lo que representa 
aproximadamente de 3 a 4.6 casos por 100,000 personas cada año (CDC, 2005), 
siendo el agente patógeno más frecuentemente aislado de muestras de heces con 
sangre de humanos (Slutsker et al., 1997). 
 
En el caso de países de Europa, como España, EHEC O157:H7 ha 
provocado varios brotes, produciéndose el mayor de éstos en el año 2000, donde 
resultaron afectadas 158 personas, siendo en su mayoría niños menores de 5 años 
(Vadillo et al., 2002).  
 
En otros países como Japón (Kobayashi et al., 2001), Corea (Jo et al., 2004), 
República Popular China (Zheng et al., 2005), Italia, Argentina (Meichtri et al., 2004), 
Chile, Uruguay, Venezuela y Brasil (Irino et al., 2005), se ha reportado la presencia 
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de EHEC O157 en ganado vacuno y humanos. En Botswana, se encontraron en 
productos de carne; y en Sudáfrica ha sido aislado en ganado vacuno relacionado 
con diarrea en seres humanos. 
 
En nuestro país, en el 2001, se aisló Escherichia coli enterohemorrágica 
O157:H7 de una lactante de 11 meses de edad. La menor presentaba un cuadro de 
diarrea disentérica, la presencia de toxina Shiga tipo 2 y el gen eae, y la actividad 
hemolítica y no fermentadora de sorbitol (Huapaya et al., 2001; Huguet et al., 2002). 
Posteriormente, un estudio realizado en la capital, en muestras que fueron tomadas 
de carne, queso y vegetales, se reportó una prevalencia de 12.3% de Escherichia 
coli O157:H7 (Mora et al., 2007). 
 
Es realmente preocupante el alto potencial para los brotes multinacionales de 
enfermedades transmitidas por alimentos debido al comercio internacional de 
comidas contaminadas con E. coli enterohemorrágica. En relación al concepto de 
brote, éste es definido como 2 o más casos de infecciones de STEC con una 
exposición epidemiológica común; y un caso es usualmente definido como una 
identificación de STEC mediante el cultivo de muestras de heces, presencia de colitis 









Figura 1. Regiones geográficas donde las enfermedades bacterianas son 
emergentes o re-emergentes incluyendo la enfermedad producida por Escherichia 
coli O157:H7  (credit: modification of work by NIH) 
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1.2.2. Reservorios y fuentes de infección 
EHEC está presente en el tracto intestinal y es excretado en las heces de 
una gran variedad de especies animales, principalmente los rumiantes, dentro de los 
cuales, los bovinos son considerados como los principales reservorios; y se transmite 
a los humanos a través del contacto con las heces de los animales infectados o su 
ambiente, principalmente para EHEC y EPEC (Beutin et al., 1994). 
 
1.2.2.1. Camélidos sudamericanos 
Las enfermedades infecciosas son las principales causas de mortalidad en 
las crías, siendo su presentación asociada a fallas en la transferencia de inmunidad 
pasiva a las crías de través del calostro (Garmendia et al., 1987). Las crías de 
alpacas nacen hipogamaglobulinémicas debido a la placentación epiteliocorial difusa 
de los camélidos. El calostro de las alpacas contiene principalmente inmunoglobulina 
G (Ig G) y la eficacia de su absorción disminuye hasta las 24 horas de vida. Las 
concentraciones de Ig G disminuyen rápidamente después de la ingestión de calostro 
en crías, alcanzan un pico entre las 24 y 48 horas de vida y empiezan a declinar de 
forma continua (Wernery, 2001). 
 
En un centro de investigación de camélidos en Perú, la mortalidad en el 
periodo predestete durante un tiempo de 3 años fue del 12% (Bustinza et al., 1988). 
Las pérdidas de crías de alpacas dentro de los primeros tres o cuatro meses de vida 
alcanzan cifras elevadas que en algunos casos pueden superar el 50% de los 
animales nacidos (Fernández-Baca, 2005). Según Bustinza (2001), la mortalidad 
puede alcanzar hasta el 80% de crías de alpacas. La elevada mortalidad de las crías 
de alpacas es uno de los principales factores que limitan su productividad en zonas 
altoandinas. Las principales causas de mortalidad en estos animales son las 
enfermedades infecciosas y el manejo inadecuado, puesto que las enfermedades 
más frecuentes en los neonatos se asocian a fallos en la transferencia de la 
inmunidad maternal (Ameghino y De Martini, 1991). 
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En un estudio reciente, realizado en 200 muestras diarreicas de alpacas 
menores de un mes de edad se evidenció la coexistencia de otros agentes 
parasitarios involucrados en el complejo entérico neonatal tales como 
Cryptosporidium sp, rotavirus y Eimeria sp (Rosadio et al., 2012). Asimismo, se ha 
reportado mediante inmunofluorescencia indirecta y PCR cerca del 50% de muestras 
positivas a Giardia sp. (Gómez-Couzo et al., 2011), lo que podría confirmar a este 
agente parasitario como uno de los principales agentes potencialmente productores 
de diarrea en alpacas neonatas y jóvenes (Cebra et al., 2003). 
 
En alpacas no se ha podido identificar aún la presencia de Escherichia coli 
O157; sin embargo, se ha identificado la presencia los genes eae y stx, siendo esta 
especie un posible reservorio de Escherichia coli enterohemorrágica, presentando 
mayormente el gen de la toxina Stx2 conocida de ser causante de diarreas severas 
en humanos (Silvera et al., 2012; RÍmac, 2015).  
 
1.2.2.2. Otras especies 
a)     Bovinos 
El ganado vacuno constituye el principal reservorio de EHEC (Vadillo et al., 
2002) y son excretados en sus heces. Muchos de los brotes ligados a la carne y 
productos de la carne y a STEC son prevalentes en ganado vacuno y entre el 70 y 
100% de bovinos son positivos a stx (Berry y Miller, 2005).La excreción de E. coli 
O157:H7 es temporal, en periodos de 0 a 3 meses; y depende de muchos factores 
tales como la dieta, cantidad de agua contaminada consumida, competencia de la 
flora microbiana, cepa de E. coli, edad, condiciones de la granja y el periodo del año 
(Sánchez et al., 2002).  
 
A diferencia de los animales adultos, los terneros jóvenes y animales recién 
destetados presentan mayor número de bacterias en las heces y su excreción fecal 
se da por periodos más prolongados (Cray y Moon, 1995). El aumento de la 
prevalencia se da en el ganado vacuno en crecimiento (3-18 meses de edad), en 
comparación con los animales adultos, debido principalmente a que presenta una 
12 
 
flora gastrointestinal poco estable (Besser et al., 1997), así como flora microbiana en 
el tracto gastrointestinal, diferencias del desarrollo ruminal, y cambios en el manejo 
alimenticio. El incremento estacional de la excreción de E. coli O157:H7 en vacunos 
sería debido a diferencias en la flora microbiana del tracto gastrointestinal durante el 
verano, por cambios en la dieta o relacionado a condiciones que conducen a la 
multiplicación de la bacteria en el medio ambiente (Ferens y Hovde, 2011). 
 
b)     Ovejas 
Diversos serotipos han sido aislados de estos animales tanto en sus heces 
(Ferens y Hovde, 2011) como en su carcasa, indicando que esta especie puede ser 
un vehículo para la cadena alimenticia humana (Chapman et al., 2001; Fegan y 
Desmarchelier, 1999). 
 
c)     Especies silvestres 
Cepas de E. coli han sido detectadas en especies silvestres que habitan 
cerca de los ambientes del ganado donde se incluyen las ratas (Cizek et al., 1999), 
aves silvestres (Nielsen et al., 2002), zarigüeyas (Renter et al., 2003), mapaches 
(Shere et al., 1998) y venados (Keene et al., 1997; Sargeant et al., 1999). En 
venados cola blanca (Odocoileus virginianus) se sabe que pueden ser colonizados, y 
excretar EHEC O157:H7 en forma experimental y en estudios de campo (Fisher et 
al., 2001), además, estos animales son reconocidos como reservorios para la 
diseminación de estos organismos en el medio ambiente (Ferens y Hovde, 2011). 
Los animales silvestres que son capaces de excretar E. coli O157:H7 en sus heces 
pueden proporcionar una fuente directa o indirecta de la contaminación a cualquier 
ser humano o especies domésticas que tengan una fuente de agua común en su 
medio, alimento u otras fuentes medio ambientales localizadas en las ganaderías o 
su entorno (Ferens y Hovde, 2011). 
1.2.3. Medio ambiente 
El medio ambiente cumple un papel importante en la epidemiología de la 
enfermedad, mencionando que tanto las heces como el agua con presencia de E. 
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coli O157:H7 pueden contaminar pasturas y cultivos donde sobreviven y sirven como 
fuentes de contaminación de forraje (Maule, 2000). Así, se han reportado brotes 
relacionados a la contaminación de materia fecal por escorrentía efluente de establos 
lecheros (Jackson et al., 1998). El serotipo O157:H7 se ha encontrado en bebederos 
de agua (LeJeune et al., 2001), agua contaminada de lagos, lagunas y piscinas 
(Chalmers et al., 2000). El sedimento del bebedero contaminado con E. coli O157:H7 
puede servir como reservorio del agente patógeno por periodos prolongados en 
granjas (Hancock et al., 2000). 
1.2.4. Temporada 
La temporada del año es un factor importante en la presentación de la 
enfermedad, así, en las épocas de verano y otoño es donde más se incrementa la 
frecuencia de aislamientos de E. coli O157:H7 en las heces de animales (Sánchez et 
al., 2002). El incremento de las poblaciones de insectos como las moscas o la 
migración de las aves podrían afectar la prevalencia de EHEC O157:H7 en el 
ambiente de la granja (Heuvelink et al., 1998). En el caso de la transmisión a los 
humanos, factores como manejo de la comida, hábitos estacionales, y 
procedimientos de cocción para carne molida podrían tener un rol en el incremento 
de la prevalencia (Besser et al., 1997; Hancock et al., 2000). 
1.2.5. Transmisión 
La principal fuente de infección de STEC y EHEC en bovinos es el agua que 
se encuentra en los bebederos, los forrajes y el medio donde se da la producción 
animal, la cual se encuentra contaminada con heces; siendo demostrada la 
transmisión horizontal de E. coli O157:H7 entre vacunos de forma experimental y 
natural (Besser et al., 2001). 
 
La contaminación de alimentos tales como granos, soya, ensilaje y heno 
podría ocurrir en los campos de cosecha debido al regadío con aguas contaminadas, 
uso de fertilizantes naturales, a través de especies silvestres, heces de mamíferos y 
durante el transporte (Davis et al., 2003). 
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Otra fuente de infección son los comederos, donde su contaminación podría 
ocurrir por medio de la saliva o por la defecación del ganado, animales silvestres, 
roedores, aves o insectos u otras especies que actúan como reservorios de la 
bacteria (Hancock et al., 1997). 
 
La transmisión de EHEC a seres humanos se realiza a través de la vía fecal-
oral mediante el contacto directo con heces contaminadas de animales y de 
humanos, habiéndose recuperado cepas de E. coli patógenas y en menor frecuencia 
EPEC en niños, siendo este último patotipo similar a lo encontrado en alpacas que 
convivían junto con las personas (OIE, 2004).  
 
Una forma indirecta de transmisión es mediante la ingesta de alimentos, 
contacto con ambientes contaminados con heces, fuentes de aguas contaminadas y 
por transmisión en el laboratorio (OIE, 2004). 
 
1.3. Serotipos de Escherichia coli enterohemorrágica 
La clasificación de cepas de E. coli está basada en la determinación de los 
antígenos externos o superficiales O (somáticos), y antígenos H (flagelares). El 
serotipo es definido por la combinación de los antígenos O:H (Vadillo et al., 2002; 
Quinn y Markey, 2005) y designados con números arábigos como por ejemplo 
O133:H2 (Quinn y Markey, 2005). Existen más de 170 diferentes serogrupos y más 
de 700 serotipos identificados, siendo alrededor de 200 serotipos clasificados como 
E. coli productora de toxina Shiga que han sido aislados de animales, alimentos y 
otras fuentes (LeBlanc, 2003). 
 
En E. coli, se reconocen 173 antígenos O (O1 a O181) y 53 antígenos H (H1 
a H56), siendo algunas de ellas frecuentes entre las cepas patógenas (Vadillo et al., 
2002). El antígeno somático O es un polisacárido termoestable que forma parte del 
lipopolisacárido, mientras que los antígenos flagelares H son de naturaleza proteica y 
termolábiles (Quinn y Markey, 2005). El antígeno K corresponde con el polisacárido 
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capsular ácido que envuelve la pared celular, y el antígeno F (fimbriales) es 
proteináceo y actúa como adhesina facilitando la unión a la superficie de la mucosa 
(Quinn y Markey, 2005). 
 
1.3.1. Escherichia coli enterohemorrágica O157:H7 
En base a estudios epidemiológicos, estos serotipos son responsables de un 
gran número de serias infecciones humanas, principalmente EHEC O157:H7 (Beutin 
et al., 1994). E. coli O157:H7 presenta características fenotípicas distintas de otras E. 
coli, tales como: ser Gram negativo, poseer flagelos, ser anaerobio facultativo, 
oxidasa negativo, indol positivo y presentar poca o nula fermentación del sorbitol. 
Genotipicamente, todas las EHEC O157:H7 poseen los genes eae (gen que codifica 
la intimina) y el plásmido pO157 (gen que codifica el plásmido pO157) frente al 
menos del 30% de cepas de STEC no O157 (Vadillo et al., 2002). 
 
Los análisis evolutivos han evidenciado que E. coli O157:H7 esta 
genéticamente muy relacionado con la cepa EPEC O55:H7. Esto se sustenta en el 
modelo de Feng et al. (1998), quien propuso que E. coli O55:H7 y E. coli O157:H7 
descienden de una cepa ancestral común, que contiene la isla de patogenicidad, 
Locus de borrado del enterocito (LEE), capacidad para fermentar sorbitol, expresar β-
glucoronidasa (GUD+) y provocar diarrea mediante un mecanismo de adhesión y 
borrado (lesión A/E), el cual ya ha sido explicado anteriormente. 
 
1.3.2. Escherichia coli enterohemorrágica no O157:H7 
Los serotipos de EHEC tales como O26:H11, O103:H2, O11:H-(NM) y 
O113:H21 son los que adquieren mayor importancia clínica después del serotipo 
O157:H7 (Griffin y Tauxe, 1991). 
Ha sido reportado el rol de EHEC no O157:H7 en enfermedades diarreicas, 
CH y SUH; sin embargo, poco se conoce sobre la epidemiología de estos serotipos 
en comparación con EHEC O157:H7. Asimismo, la mayoría de EHEC no O157 no 
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están realmente identificadas; y su prevalencia es probablemente subestimada 
debido a que estas cepas poseen factores de virulencia variables y al uso de medios 
selectivos específicos para la detección de O157:H7 (Percival et al., 2014). 
 
1.4. Factores de virulencia de Escherichia coli enterohemorrágica 
Las cepas patógenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores de 
virulencia que contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenicidad. Así, los 
factores de virulencia primarios más definidos de EHEC son la Stx, la intimina y la 
enterohemolisina (Nataro y Kaper, 1998). 
 
1.4.1. Toxina Shiga 
La toxina Shiga (Stx) está considerado como el principal factor de virulencia, 
y es una característica que define la patogénesis de enfermedades causadas por 
EHEC y STEC (Kimmitt et al., 2000). La producción de esta toxina por STEC es 
variable, ya que puede producir Stx1, Stx2, ambas toxinas, o variantes de Stx 
(Boerlin et al., 1999), habiendo sido involucradas en la presentación de diarrea y 
enterocolitis e inducen al daño endotelial de los capilares del riñón, el tracto 
gastrointestinal y el sistema nervioso central (Arbus, 1997), considerándose como el 
principal factor que conlleva a la muerte y a muchos otros signos clínicos en 
pacientes infectados con EHEC (Sears y Kaper, 1996). 
 
Estas toxinas son inhibidoras de la síntesis proteica, y los genes que 
codifican los Stx están localizados en el genoma bacteriano de patógenos (Feng et 
al., 1998). Estas toxinas son específicas para el receptor glicolípido 
globotriaosilceramida o gal(α)1-4gal(β)1-4 glucosilceramida (Gb3) de la superficie de 
enterocitos, células del endotelio vascular, células del músculo liso, eritrocitos y 
células del endotelio renal (Bast et al., 1999), excepto la Stx2e, ya que, esta última, 
se une con el receptor globotetraosilceramida (Gb4) (Stein et al., 1992). 
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La toxina Shiga está constituida por una estructura básica compuesta por 
subunidades A-B, las cuales están conservadas a través de todos los miembros de 
su familia. Estas toxinas están compuestas de una subunidad monomérica catalítica 
A, responsable de la actividad enzimática; y una subunidad pentámerica 
comprendida por 5 unidades de monómeros B, involucrada en la unión con el 
receptor glicolípido Gb3 sobre la superficie de la célula objetivo (Stein et al., 1992). 
 
Las toxinas Stx1 y Stx2 tienen 55 y 57% de secuencia de identidad en las 
subunidades A y B respectivamente. La subunidad A actúa como un RNA ribosomal 
N-glucosidasa cortando un residuo de adenina del RNA ribosomal (rRNA 28s) 
(Nataro y Kaper, 1998). 
 
La translocación de la toxina al flujo sanguíneo se debería a la lesión del 
epitelio intestinal, a la acción del lipopolisacárido bacteriano (LPS) y a otros 
mediadores inflamatorios tales como citoquinas, interleucinas y prostaglandinas. Esta 
posibilidad se respalda debido a que los pacientes con diarrea sanguinolenta son 
más propensos a desarrollar SUH frente a los que no presentan este tipo de diarrea 
(Nguyen y Sperandio, 2012). Este receptor Gb3 está presente en altas 
concentraciones en el tejido renal humano (Boyd y Lingwood, 1989) y Stx es 
citotóxica en células endoteliales renales humanas in vitro. En el caso de los bovinos, 
es desconocido el rol de Stx en la colonización intestinal y como causante de 
enfermedad (Nguyen y Sperandio, 2012). 
 
1.4.2. Locus del borrado del enterocito (LEE) 
La isla de patogenicidad cromosomal, denominada locus de borrado del 
enterocito (LEE: Locus for Enterocyte Effacement) (Vadillo et al., 2002; Cookson y 
Woodward, 2003) contiene los genes responsables de la unión íntima de la bacteria 
con la membrana apical del enterocito, y para la subsecuente destrucción de las 
microvellosidades, llamada histológicamente lesión AE (attachment effacement) 
(Nataro y Kaper, 1998; Torres y Kaper, 2002). Esta lesión AE se caracteriza por la 
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destrucción de las microvellosidades de las células intestinales, la adhesión de la 
bacteria a las células intestinales, y un cambio significativo del citoesqueleto celular 
con la acumulación de actina polimerizada formando un pedestal (Nataro y Kaper, 
1998; Dean y Kenny, 2009). 
 
LEE está constituido por tres principales regiones funcionales. Una región 
que contiene los genes esc y esp codifican el sistema de expresión tipo III (TTSS), y 
que facilitan el transporte de proteínas Esp y Tir. Otra región contiene el gen eae que 
expresa la intimina, y el gen tir (receptor translocado de intimina) que codifica una 
proteína receptora para la intimina. Por último, una tercera región contiene el gen esp 
que codifica la secreción de las proteínas Esp (EspA, EspB, EspD, y EspF), 
necesarias para la transducción de señales en la célula del hospedador para la lesión 
AE (Sinclair et al., 2006). 
 
Para el desarrollo de la lesión AE, el gen esc codifica una proteína para 
formar un poro en la membrana celular externa de la bacteria; y la proteína EspA 
forma un aparato hueco de translocación cilíndrico a través del cual EspB, EspD y Tir 
son translocados hacia las células intestinales. Por su parte, las proteínas EspB y 
EspD forman un poro en la membrana de la célula intestinal, a través de la cual las 
proteínas bacterianas son translocadas dentro del citosol de estas células (Ebel et 
al., 1996). Finalmente, EspB activa los eventos que median el borrado de las 
microvellosidades y la formación de una estructura semejante a un pedestal (Kenny 
et al., 1997). 
 
1.4.2.1. Intimina 
La intimina es una proteína de membrana externa, codificada por el gen 
cromosomal eae (Vadillo et al., 2002) y asociada con la virulencia de EHEC. Esta 
proteína es detectada en la mayoría de las cepas causantes de SUH (>90%); sin 
embargo, el gen eae no se encuentra siempre presente en las cepas de E. coli 
productoras de toxina Stx aisladas de ganado vacuno sano y terneros sin diarrea. El 
19 
 
gen eae es el principal implicado en la lesión AE; existiendo además otros genes  
que intervienen en dicho proceso tales como esp y tir (Jenkins et al., 2002). 
 
1.4.3. Plásmido pO157 
Todas las cepas O157:H7 contiene un plásmido pO157 (Ochman y Jones, 
2000). Este plásmido está presente en la mayoría pero no en todas las cepas de E. 
coli productoras de toxina Shiga aisladas de humanos y animales (Barret et al., 1992; 
Beutin et al., 1994). Cabe mencionar que, muchas de las cepas de STEC producen 
una hemolisina denominada enterohemolisina que se encuentra codificada en este 
plásmido (Vadillo et al., 2002). Otros factores de virulencia dentro del plásmido 
incluyen una catalasa-peroxidasa (Ochman y Jones, 2000). 
 
El plásmido pO157 también codifica las fimbrias que permiten la unión de la 
bacteria al epitelio del intestino grueso antes de la acción de la intimina (Nataro y 
Kaper, 1998; Vadillo  et al., 2002). Muchos estudios epidemiológicos sugieren una 
fuerte correlación entre la presencia de este plásmido y el desarrollo de SUH 
(Schmidt y Karch, 1996).  
 
1.4.4. Enterohemolisina 
La enterohemolisina (Ehx) es codificada por el gen hlyA (Barret et al., 1992), 
y se encuentra en la mayoría de cepas EHEC O157:H7 asociadas con SUH (Law y 
Kelly, 1995; Schmidt et al., 1995). El fenotipo enterohemolítico producido por Ehx es 
caracterizado por pequeñas zonas de hemolisis en agar sangre (LeBlanc, 2003). 
Además, Ehx induce una fuerte actividad citolítica en células de animales y humanos, 
produciendo lisis de eritrocitos in vivo, liberando el grupo hemo y creando una fuente 
de hierro que es utilizado por E. coli O157:H7 para así estimular el crecimiento 
bacteriano in vitro (Law y Kelly, 1995; Nataro y Kaper, 1998). Otro tipo de Hly, 
enterohemolisina (E-Hly), la cual es diferente de la Hly producida por cepas ETEC de 
origen porcino y por cepas de E. coli que causan infecciones extraintestinales en 
humanos, han sido descritas en cepas de ETEC (Karch et al., 1992). 
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1.4.5. Otros factores de virulencia 
Generalmente, E. coli no patogénicas no crecen bien bajo temperaturas de 
refrigeración usados en la industria de alimentos (2-5°C); a pesar de ello, se ha 
demostrado que E. coli O157:H7 puede sobrevivir en la carne molida conservada a -
20°C por más de 9 meses (Doyle y Shoeni, 1984), desarrollándose también en otros 
alimentos como la leche pasteurizada (Heuvelink et al., 1998) y frutas conservadas a 
25°C (Del Rosario y Beuchat, 1995). 
 
Otra de las características de E. coli es su supervivencia a niveles muy bajos 
de pH (Glass et al., 1992). Por ejemplo, en el caso de STEC, la supervivencia esta 
mediada por el gen rpoS, que codifica el factor sigma de fase estacionaria, y como 
consecuencia le permite resistir la acidez del estómago para luego colonizar el 
intestino (Leyer et al., 1995); asimismo, contiene un sistema especializado de 
transporte de hierro que le permite a este microorganismo usar el grupo heme 
(Torres y Payne, 1997). 
 
1.5. Fisiopatología de la enfermedad 
La mayoría de cepas de Escherichia coli son habitantes comensales de 
mamíferos (Quinn y Markey, 2005); sin embargo, algunas cepas son capaces de 
causar enfermedad intestinal o extraintestinal. La EHEC al ser ingerida oralmente, 
debe resistir el ambiente del estómago, seguido por la competición con la flora 
normal del intestino para establecer la colonización intestinal. Aunque EHEC se une 
íntimamente a los enterocitos, no llega a invadirlos (Fig. 2). El mecanismo de acción 
de las cepas de EHEC involucra la unión al epitelio del intestino grueso a través de 
unas fimbrias codificadas en el plásmido pO157 y posteriormente, el barrido de las 
microvellosidades intestinales por la acción de las intiminas (Vadillo et al., 2002). 
 
La forma de producir la lesión AE consiste en un evento de múltiples fases, 
iniciado por la adherencia de la bacteria a las microvellosidades, la transducción de 
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señales de los enterocitos, la agregación de la actina del citoesqueleto y la 
destrucción de microvellosidades, llevando a una adhesión intimina de la bacteria a 
la superficie celular. Después de la liberación de Stx en el tracto intestinal ocurre el 
daño apoptótico de la superficie de la mucosa. Las Stx se absorben primero por el 
epitelio intestinal y luego son translocados al flujo sanguíneo (Nataro y Kaper, 1998). 
ETEC es un patotipo que coloniza la superficie de la mucosa, elabora 
enterotoxinas y exhibe limitada capacidad invasiva en cultivo celulares; sin embargo, 
esto último no ha sido demostrado in vivo (Gyles et al., 2010). El mecanismo de 
diarrea producido por cepas de ETEC se da por la acción de las enterotoxinas 
termolábil (LT) o termoestable (ST), pudiendo expresar solo LT, solo ST o ambos 
(Turner et al., 2006).  
 
Después de ocurrida la unión a la membrana de la célula hospedera, la 
toxina es endocitada y translocada a la célula en un proceso que envuelve un 
transporte por vesículas del aparato de Golgi. Solo cuando las subunidades B están 
unidas ocurre la internalización de la subunidad A. Dentro de la célula, la subunidad 
A se debe dividir enzimáticamente para que se active en A1 y A2 (Tsuji et al., 1995). 
El blanco celular de LT es la adenilato ciclasa localizado en la membrana basolateral 
de células intestinales polarizadas. El péptido A1 tiene una actividad ADP – 
ribosiltransferasa y actúa transfiriendo un grupo funcional ADP-ribosil del NAD a la 
subunidad alfa de la proteína GTP que une el GS que estimula la actividad del 
adenilato ciclasa. La activación del adenilato ciclasa causa la conversión del trifosfato 
de adenosina (ATP) a monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) (Tauschek et al., 
2002). El aumento de AMPc conduce a la activación de la proteinkinasa dependiente 
de AMPc conllevando a la fosforilación supranormal de los canales de cloruro, 
situados en la membrana apical de la célula epitelial. El incremento luminar del ión 
arrastra agua de manera pasiva por la vía paracelular resultando en diarrea 
osmótica. La secreción  activa en la luz del intestino de iones cloruro y bicarbonato 
procedentes de las células de la mucosa que va al lumen del intestino origina un 
cambio iónico originando la secreción de grandes cantidades de agua en el lumen 
intestinal (Madigan et al., 2006). 
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Con respecto a la acción de la toxina STa, se ha demostrado que es de 
acción más rápida que la toxina LT debido a la localización apical de su receptor. Los 
mecanismos alternativos de acción para STa incluyen prostaglandinas, ácido 
araquidónico y leucotrienos. La respuesta secretoria a STa involucra también la 
liberación de fosfatidilinositol y diacilglicerol, activación de proteinkinasa C, 
incremento de calcio intracelular y cambios a nivel de microfilamentos (Tauschek et 
al., 2002). 
 
En caso del STb, esta toxina está asociada primariamente con cepas ETEC 
aisladas de cerdos, siendo también aislado de humanos. STb induce lesiones 
histológicas en el epitelio intestinal, que consiste en la pérdida de las 
microvellosidades y atrofia parcial de las mismas. A diferencia de la secreción 
inducida del ión cloro por STa, STb estimula la secreción de bicarbonato de la células 
intestinales (Tsuji et al., 1995; Nataro y Kaper, 1998). 
 
EPEC es una categoría importante de E. coli causante de diarrea en 
individuos jóvenes, siendo la lesión característica de EPEC la lesión adhesión y 
barrido, la cual es observada en muestras intestinales y en biopsias de individuos. 
Esta cepa exhibe adherencia difusa en cultivos celulares y es causante de diarrea, 
pero con mecanismos diferentes a los presentados en otras categorías ya antes 
mencionadas (Girón et al., 1991), caracterizada por el barrido de las 
microvellosidades y la adherencia íntima de la bacteria a la membrana de la célula 
epitelial. Ocurren cambios marcados del citoesqueleto, formando estructuras a 
manera de “pedestal”, la cual extienden hacia afuera a la célula como si emitieran 
pseudópodos (Nataro y Kaper, 1998). 
 
Estas lesiones A/E tanto en animales como cultivos celulares son similares a 
los producidos por E. coli enterohemorrágica y Hafnia alvei, siendo unas pocas cepas 
las que producen esta lesión. Además de EPEC y EHEC, una variedad de cepas de 
E. coli capaces de ocasionar A/E se han aislado de conejos (Cantey y Blake, 1997), 
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terneros (Fischer et al., 1994), cerdos (Zhu et al., 1994) y caninos (Drolet et al., 
1994). 
 
Se ha propuesto un modelo de 3 fases en la patogénesis de la enfermedad 
por EPEC: adherencia localizada, transducción de la señal y adherencia íntima 
(Donnenberg y Kaper, 1992). La adherencia localizada consiste en la adherencia 
celular (cultivos), la cual es una capacidad de las cepas EPEC, siguiendo un patrón 
localizado (Nataro y Kaper, 1998), cuyo mecanismo es dependiente de la presencia 
de un plásmido de 60 MDa, la cual es eliminada cuando se pierde este plásmido. 
Este plásmido fue señalado como el factor de adherencia de EPEC (EAF o EPEC 
Adherence Factor) (Quinn y Markey, 2005). 
 
La transducción de señales es inducida por la adherencia de EPEC a las 
células epiteliales. Los genes bacterianos de este actividad se codifican en una “isla 
de patogenicidad” de 35 Kb llamado LEE (locus of enterocyte effacement), que 
codifica un sistema de secreción tipo III, múltiples proteínas y adhesina bacteriana 
llamada Intimina. La infección con EPEC induce incrementos en los niveles de calcio 
intracelular (Ca2+), en cultivo de células epiteliales a las cuales se unen (Baldwin et 
al., 1993). El calcio originado proviene de orgánulos de almacenamiento como el 
retículo endoplásmico ocurriendo un incremento de la polimerización y acumulación 
de la actina y formación de la lesión A/E. La adherencia de EPEC a la célula epitelial 
da lugar a la fosforilación de varias proteínas en los residuos de serina y treonina, 
como la cadena ligera de miosina. La activación de proteína kinasa C induce 
cambios rápidos en los fluidos intestinales y secreción de electrolitos, asimismo a la 
activación y fosforilación de la cadena ligera de miosina (Manjarrez-Hernandez et al., 
1996). Las proteínas tirosina fosforiladas son parte de la lesión A/E y se encuentran 
distribuidas por debajo de la bacteria adherente localizado en los extremos del 
“pedestal” y asimismo, se ha demostrado que la proteína Hp80 tirosina fosforilada 
sirve como receptor para la adhesina Intimina (Rosenshine et al., 1996); sin 
embargo, se determinó que es una proteína llamada Tir (receptor translocado para 
Intimina) la que funciona como receptor de la Intimina (Kenny et al., 1997). Otro 
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hallazgo que ha sido reportado como parte de la fisiopatología de la enfermedad, es 
la  migración de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) (Savkovic et al., 1996). 
 
Finalmente, la adherencia íntima de EPEC a la célula epitelial esta mediada 
por una proteína externa de membrana de 94 a 97 KDa llamada Intimina. El gen que 
lo codifica es eae (por E. coli attaching and effacing) ubicado en la isla de 
patogenicidad LEE a nivel cromosómico (Nataro y Kaper, 1998). Este gen está 
presente en todas las cepas EPEC, EHEC, Citrobacter rodentium y Hafnia alvei 
capaces de producir lesión A/E pero ausentes en cepas de E. coli de flora normal y 
otras bacterias que no produzcan la lesión A/E. La región altamente diferenciada del 
C-terminal es la porción de la molécula que une los receptores a la célula epitelial 
(Frankel et al., 1994), y esta diversidad puede atribuir diversos patrones de 
colonización dentro del intestino. Los patrones totales demuestran la variabilidad de 
la región C-terminal y la alta conservación en la región N-terminal. En cepas EPEC 
no es suficiente la expresión de Intimina para mediar la adherencia a las células 
epiteliales, para lo cual es necesaria la transducción de señales en la célula huésped 
para formar un receptor funcional propio del hospedero (Rosenshine et al., 1996).  
 
La pérdida significativa de las microvellosidades absorbentes en la lesión A/E 
trae como consecuencia diarrea por mala absorción; sin embargo, en inoculaciones 
experimentales, el periodo de incubación observado fue de apenas 2.9 horas entre la 
ingestión de las bacterias y la producción de diarrea (Donnenberg et al., 1993). Los 
mecanismos de la diarrea involucran alteración en el transporte activo de iones y 
disminución significativa del potencial transmembrana en las células epiteliales 
infectadas (Stein et al., 1992), disminución de la resistencia transepitelial y aumentos 
de la corriente de cortocircuito (Isc) y diferencia de potencial, lo que sugiere la 
secreción activa de iones (Donnenberg et al., 1997), implicando a la secreción de 
iones cloruro. También se ha observado una respuesta inflamatoria local, que induce 
una migración de polimorfonucleares (Savkovic et al., 1996), resultando en 
incremento de Isc debido a la secreción de iones cloruro (Madara et al., 1993). La 
diarrea prolongada resultaría como consecuencia de mala absorción debido a la 
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pérdida del borde en cepillo, sumado a una respuesta inflamatoria local y a un 
aumento de la permeabilidad intestinal también podrían contribuir a la diarrea (Nataro 














Figura 2. Patrones de adherencia de Escherichia coli entérica. Escherichia coli 
requiere la adherencia al epitelio del hospedero (Fuente: Recent Advances in 
Understanding Enteric Pathogenic Escherichia coli, 2013) 
 
1.6. Presentación clínica de la enfermedad 
 
1.6.1. Animales 
La infección del tracto gastrointestinal del ganado vacuno adulto y terneros 
destetados con E. coli O157:H7 es asintomática (Stevens et al., 2002); 
considerándose no patógeno para esta especie, y es excretado en las heces de 
animales sanos (Sánchez et al., 2002).  
 
Algunos autores han reportado casos esporádicos de colitis hemorrágica y 
diarrea en terneros, siendo por lo general observados en trabajos experimentales 
26 
 
cuando se administran altas dosis de EHEC (mayores a 1010 UFC) (Nataro y Kaper, 
1998). Los análisis histológicos de epitelios intestinales de bovinos infectados con E. 
coli O157:H7 muestran una adhesión íntima de la bacteria (no en todos los casos); y 
una respuesta inflamatoria (Stevens et al., 2002). En un estudio realizado en cerdos, 
demostró que la dosis infectiva experimental de E. coli O157:H7 es de 6 x 103 UFC, y 
el periodo de excreción fue de 2 meses post inoculación (Booher et al., 2002). 
 
Las cepas de E. coli en alpacas producen un incremento en la secreción de 
electrolitos que van del sistema circulatorio a la luz intestinal, siendo a veces profuso. 
Las heces suelen ser blanquecinas, blanco amarillentas o verdosas, sufriendo el 
animal una pérdida de peso por deshidratación a consecuencia de la diarrea, y 
pudiendo presentarse aumento del volumen abdominal por distensión intestinal, pero 
la temperatura corporal se mantiene normal. Algunas crías presentan apetito 
depravado que se manifiesta por ingestión de tierra u otras partículas extrañas. La 
diarrea puede durar 3 a 5 días (en algunos casos más tiempo), especialmente 
cuando persisten las malas condiciones higiénicas. En estadíos más avanzados de la 
enfermedad, se evidencian crías muy deprimidas, postradas y deshidratadas que 
finalmente mueren. Al parecer la muerte ocurre por múltiples infecciones, en las que 
E. coli juega un rol muy importante (Ameghino y DeMartini, 1991). 
 
1.6.2. Humanos 
Las manifestaciones clínicas como CH y SUH en humanos están asociadas 
a infecciones causadas por E. coli O157:H7 (Besser et al., 1997) y otras EHEC, 
presentándose más severamente en niños, sobre todo en menores de 5 años de 
edad y ancianos. El curso de la infección resulta en la presentación de síntomas 
clínicos de 1 a 8 días post infección, teniendo un periodo de incubación medio de 3 a 
4 días. Los síntomas clínicos se inician con diarrea acuosa, dolor abdominal, y 
ocasionalmente náuseas y vómitos (Thorpe, 2004). Se ha evidenciado que en casos 
de diarrea acuosa, ésta puede o no progresar a diarrea sanguinolenta o colitis 
hemorrágica (Thorpe, 2004). 
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La colitis hemorrágica se caracteriza por severos dolores abdominales, 
heces sanguinolentas, elevación de la temperatura y evidencia de edema en la 
mucosa colónica (Thorpe, 2004). El sangrado en las heces se evidencia de 2 a 3 
días postinfección, y la resolución de CH generalmente requiere de 6 a 8 días 
(Besser et al., 1997). 
 
El SUH es definido por la presencia de anemia hemolítica y falla renal, y la 
trombocitopenia como hallazgo de laboratorio, siendo una enfermedad de inicio 
agudo, presentando las siguientes manifestaciones: anuria, petequias, palidez, 
hematomas, edema, oliguria, hipertensión arterial, cambios neurológicos, letargia y 
convulsiones (Thorpe, 2004). La mayoría de los pacientes se recuperan con terapia 
de soporte, pero del 3 al 5% de niños afectados mueren, y aproximadamente de 12 a 
30% quedan con severas secuelas que incluyen hipertensión, daño renal o 
manifestaciones del sistema nervioso central (Griffin, 1995). 
 
1.7. Métodos de diagnóstico 
 
1.7.1. Aislamiento microbiano 
Para realizar el aislamiento de E. coli son adecuados los medios que inhiben 
las bacterias Gram positivas, como el agar MacConkey (Nicolet, 1986), donde la 
acción de la fermentación de la lactosa resulta en la aparición de colonias de color 
rosado (Quinn y Markey, 2005). Asimismo, el medio selectivo y más utilizado para el 
aislamiento de E. coli O157:H7 es el agar Sorbitol-MacConkey (SMAC) (March y 
Ratman, 1986), que contiene 1% de sorbitol, en lugar de lactosa.  
 
Existen varias modificaciones del agar SMAC que mejoran la selectividad, 
diferenciación y la cantidad de cepas recuperadas de E. coli O157:H7; optimizándose 
a través de un proceso previo de enriquecimiento en caldo selectivo, como el caldo 




1.7.2. Actividad citotóxica 
Las pruebas para la detección de la actividad citotóxica incluyen técnicas de 
cultivo celular con células Vero o HeLa (Strockbine et al., 1998). Esta citotoxicidad 
causada por Stx sobre las células Vero es un método sumamente sensible y sirve 
para confirmar la presencia actual o reciente de E. coli productora de toxina Shiga 
(Karmali, 1989; Paton y Paton, 1998). 
 
El diagnóstico de toxinas tipo Shiga de E. coli enterohemorrágica usando la 
línea celular Vero, es una de las más ampliamente usadas (Mercado et al., 2004; El 
Sayed Zaki y El-Adrosy, 2007). 
 
También se usa cultivos celulares como la línea HEp-2, derivada de 
carcinoma de laringe humano, en las que se analiza la adherencia de cepas EPEC, 
los cuales siguen un patrón localizado de adherencia (Quinn y Markey, 2005). 
 
1.7.3. Técnicas bioquímicas 
En muestras fecales o hisopados rectales es necesario solo un medio de 
aislamiento selectivo y además de la identificación preliminar es necesario 
determinar otras características de identificación para la identificación final de E. coli. 
La determinación de la especie se realiza mediante pruebas bioquímicas, las cuales 
miden las características metabólicas: 
a) Producción de indol: el indol es un componente de la degradación del 
triptófano. E. coli posee la enzima triptofanasa que convierte el triptófano en indol, 
ácido pirúvico y amonio. 
b) Fermentación ácido mixta: las bacterias muestran dos vías del 
metabolismo del piruvato: ácido mixta y butilenglicólica, a partir de glucosa. Las 
bacterias que siguen la fermentación ácida mixta producen ácido acético, etanol, H2, 
CO2, ácido propiónico y láctico. 
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c) No utilización del citrato: determina la capacidad del microorganismo de 
usar el citrato como única fuente de carbono. 
d) No poseen la enzima ureasa: por tanto no son degradadoras de úrea. 
e) Poseen la enzima lisina descarboxilasa: muchas especies bacterianas 
producen enzimas que pueden descarboxilar aminoácidos específicos, produciendo 
aminas como productos de degradación. 
f) No poseen la enzima fenilalanina desaminasa: bacterias como Proteus, 
Morganella y Providencia y algunos aislamientos raros de Enterobacter poseen la 
enzima. 
g) No producen sulfuro de hidrógeno: por metabolismo de aminoácidos 
azufrados. 
h) Movilidad: Las bacterias se mueven por medio de flagelos, cuyo número 
y localización va a variar entre especies. 
 
1.7.4. Electroforesis en Campo Pulsado (PFGE) 
En 1984, Schwartz y Cantor idearon una manera de separar moléculas 
grandes de ADN (hasta 10 Mb); hasta la fecha ha tenido una gran aceptación, así 
como una gama amplia de aplicaciones (Schwartz y Cantor 1984; Nassonova 2008). 
En este método, el DNA viaja a través de un gel de agarosa concentrado, bajo la 
influencia de dos campos eléctricos. Los dos ángulos de los campos eléctricos se 
encuentran cerca a la perpendicularidad, no son uniformes en la intensidad de 
campo y cambian de manera alterna (pulsos). 
 
La PFGE puede ser utilizado para la comparación de grandes fragmentos de 
ADN genómico después de la digestión con una enzima de restricción. Dado que el 
cromosoma bacteriano es típicamente una molécula circular, esta digestión produce 
varias moléculas lineales de ADN (Singer et al., 2004). 
 
De manera general, la PFGE es una técnica que permite la separación de 
fragmentos de ADN de alto peso molecular (10 Kb a 10 Mb) (Nassonova 2008) y 
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tiene varias utilidades en el rastreo e investigación de los brotes de origen 
alimentario, también como la detección temprana de éstos por el aumento de la 
incidencia de alguno de los subtipos usualmente implicados en brotes (Swaminathan, 
2001). 
 
El desarrollo de PFGE ha aumentado en dos órdenes de magnitud el tamaño 
de las moléculas de ADN que pueden fraccionarse y analizarse de forma rutinaria. 
Este aumento es de gran importancia en biología molecular, ya que simplifica 
muchas investigaciones previamente laboriosas y hacen posible muchas otras 
nuevas. A pesar de sus más de 20 años de historia como un método de tipificación, 
PFGE ha demostrado una capacidad de resistencia excepcional. 
 
1.7.4.1. Fundamento de la técnica 
En el dispositivo diseñado por Schwartz y Cantor, el campo eléctrico cambia 
en intervalos determinados formando ángulo de 90° (Schwartz y Cantor 1984). En un 
gel de forma rectangular un campo es homogéneo y es generado por dos filas de 
electrodos de puntos ubicados paralelamente y en lados opuestos del gel; el otro 
campo no es homogéneo y es generado por una fila de electrodos de puntos como 
cátodo y un electrodo de punto al lado opuesto como ánodo. Este sistema se conoce 
como “Electroforesis en Gradiente de Campo Pulsado” (PFGE) (Fig. 3). 
 
En este sistema, el ángulo entre los vectores de fuerza del campo varían en 
regiones diferentes del gel (110°-150°), por lo tanto, las moléculas de igual tamaño 
migran con velocidades diferentes, dependiendo de su posición inicial en el gel; esto 
complica la comparación de las movilidades electroforéticas de las moléculas de 
ADN que se encuentran en los carriles vecinos por lo que es imposible calcular con 
precisión la talla molecular. Debido a que la mayoría de sistemas actuales se basan 
en campos homogéneos, la abreviatura de “PFGE” tuvo entonces una nueva 













Figura 3. Distribución de los electrodos en el equipo CHEF utilizado en 
PFGE 
 
1.7.4.2. Enzimas de restricción 
Entre todas las proteínas que se unen a la secuencia de ADN de forma 
específica, las enzimas de restricción se consideran las más exigentes. Estas 
enzimas, también denominadas endonucleasas de restricción, se producen 
naturalmente en bacterias y arqueas, y actúan para proteger a los microorganismos 
de las infecciones por virus y moléculas de ADN parasitarias. El ADN propio de los 
microorganismos está protegido de la escisión por estas enzimas de restricción 
denominadas “metiltransferasas de modificación”. Las enzimas de restricción se 
unen a secuencias cortas de pares de bases de ADN y catalizan la escisión de las 
dos hebras de ADN en la vecindad de los sitios de unión, rompiendo el ADN en 
fragmentos. Por ejemplo, la enzima XbaI, purificada del microorganismo Xantomonas 
badrii, es una endonucleasa de restricción tipo II que corta el ADN de doble cadena 
en el sitio de reconocimiento de 6 pares de bases 5’-T/CTAGA-3’ para generar 
fragmentos de ADN con extremos cohesivos 5’. Esta enzima de restricción solo 
cortará parcialmente aislados de ADN de cepas de E. coli que presenten la enzima 
metilasa dam (cepas dam+), asimismo, se sabe que pueden cortar sitios de 
reconocimiento secundarios bajo condiciones no óptimas (Goering, 2010). Esta 
escisión se puede detectar con una gran sensibilidad in vitro, y así la tasa de error de 
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enzimas de restricción - frecuencia con la que se unen a las secuencias y cortan  
secuencias "erróneas" pueden ser medidas con precisión. En su gran mayoría, la 
tasa de error es muy baja, 5/10 a 6/10, o menos (Taylor y Halford, 1989; Halford et 
al., 1993); sin embargo, para algunos es demasiado bajo para ser medido. 
 
Debido a que las enzimas de restricción discriminan con tal precisión, han 
sido considerados como “gold standard” para el estudio del mecanismo molecular del 
reconocimiento de secuencias así como la PFGE, la cual es considerada como la 
prueba “gold standard” dentro de las herramientas diagnósticas de tipificación 
molecular. Comenzando con EcoRI a finales de 1980 y luego EcoRV y PvuII (Cheng 
et al., 1994) a principios de 1990, cristalógrafos de rayos X han resuelto las 
estructuras de numerosos complejos ADN-enzima de restricción. Sobre la base de 
estos y otros estudios, se han propuesto tres procesos, dependiendo de una forma u 
otra en las uniones de hidrógeno. Estos se denominan "lectura directa", " lectura 
indirecta”, y mediadas por agua. 
 
1.7.4.3. Tipos y variantes de PFGE 
El término original Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) fue 
utilizado por Schwartz y Cantor (1984) para cualquier separación en gel que 
emplease campos eléctricos múltiples y alternos. 
 
PFGE resuelve moléculas de ADN de casi un milímetro de longitud mediante 
el uso de campos eléctricos de campo pulsado, que modulan selectivamente 
movilidades de una manera dependiente del tamaño. El efecto de electroforesis 
pulsada ha sido utilizado por una variedad de instrumentos (FIGE, TAFE, CHEF, 
OFAGE, PACE y la rotación de gel de electrodo) para aumentar el tamaño de 
resolución tanto de moléculas grandes como pequeñas de ADN (Lai et al., 1989). Es 
importante la hora de elegir un sistema de PFGE, el evaluar costo y rendimiento en 




Hay diferentes tipos de PFGE, los cuales se describen a continuación: 
 
a) Field-Inversion Gel Electrophoresis (FIGE): En 1986, Carle, Frank 
Olson desarrollaron un sistema más sencillo de PFGE denominado FIGE (Field-
Inversion Gel Electrophoresis), en el que los dos campos eran apartados 180° (Carle 
y Olson, 1984). La polaridad del electrodo era revertido a intervalos, con tiempos de 
impulso más largos que los de reversa para generar un avance neto de migración de 
la muestra. La migración hacia adelante es lograda mediante el aumento de la 
proporción de tiempos de pulso avance: reversa de 3:1. Para mejorar la resolución 
de las bandas por FIGE, la duración de los tiempos de pulso se incrementan 
progresivamente durante la corrida. FIGE tiene las ventajas de contener carriles 
rectos y un equipo sencillo. Todo lo que se necesita son cajas de gel estándar y un 
controlador de pulso. Hoy en día, FIGE es muy popular para las separaciones de los 
fragmentos más pequeños proporcionando resoluciones aceptables de 800 Kb. 
 
b) Transverse-Alternating Field Gel Electrophoresis (TAFE): Esta 
forma de PFGE permite la separación de grandes fragmentos de ADN en un formato 
simple, conveniente y sin las desventajas de la técnica de campo pulsado anterior. 
En TAFE, el gel está orientado verticalmente y un arreglo simple de cuatro electrodos 
son colocados no en el plano del gel, sino al frente y posterior a la misma. Las 
moléculas de la muestra se ven obligadas a zigzaguear a través del espesor del gel, 
y todos los carriles experimentan los mismos efectos por lo que las bandas 
permanecen rectas. Como las moléculas se mueven hacia abajo del gel, se les 
somete a variaciones continuas en la intensidad de campo y el ángulo de 
reorientación, siendo para todos los carriles por igual. Sin embargo, el ángulo entre 
los campos eléctricos varía desde la parte superior del gel (115°) a la parte inferior 
(Aproximadamente 165°) y por lo tanto las moléculas todavía no se mueven a una 
velocidad constante a lo largo de la longitud del gel. La tecnología de TAFE, con 
separación regular y sostenida de las bandas de ADN, es de ventaja especial en el 
estudio de la genética de muchos protozoos patógenos, donde dicho análisis era 
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imposible en años anteriores. TAFE se ha utilizado para la separación de fragmentos 
hasta 1,600 Kb (Steward et al., 1988). 
 
c) Orthogonal-Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE): Un 
aparato similar que usaba dos campos eléctricos no homogéneos fue informado por 
Carle y Olson en 1984. Los principales inconvenientes de estos aparatos se debieron 
a que los campos eléctricos no eran uniformes, y el ángulo entre el campo eléctrico 
variaba a través del gel, las moléculas de ADN migraban en diferentes proporciones 
en función a su ubicación en el gel. Esto es especialmente problemático en la 
cartografía del genoma de los mamíferos, donde se genera una distribución continua 
de tamaños de los fragmentos. El ángulo entre los campos eléctricos varía desde 
menos de 180° y los más de 90°. Las moléculas de ADN de 1.000 a 2.000 kb se 
pueden separar en OFAGE (Carle y Olson, 1984, Chu et al., 1986). 
 
d) Programmable Autonomously-Controlled Electrodes (PACE): El 
sistema de electroforesis PACE ofrece un control preciso sobre todos los parámetros 
de campo eléctrico por parte de la regulación independiente de las tensiones en 24 
electrodos dispuestos en un contorno cerrado. La flexibilidad del sistema PACE se 
deriva de su capacidad para generar un número ilimitado de campos eléctricos de 
homogeneidad, gradiente de voltaje, la orientación y duración controlada. El sistema 
PACE puede realizar todos los regímenes de conmutación de campo pulsado 
anteriores (es decir FIGE, OFAGE, PHOGE, pulsante unidireccional), así como 
generar tensión sujeta a los campos estáticos homogéneos. El Sistema PACE 
separa los fragmentos de ADN de 100 pb a más de 6 Mb. Un sistema dirigido por 
ordenador conocido PACE, diseñado por Lai et al. (Lai et al., 1989) puede ser el 
dispositivo final del PFGE. Es una herramienta muy útil para el estudio de variables 
tales como tiempo de pulsos, temperatura, concentración de agarosa, tensión y 





e) Pulsed-Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis 
(PHOGE): La principal diferencia entre este instrumento y otras cajas de gel con 
campos eléctricos homogéneos es que el ángulo de reorientación del campo es 90°. 
PHOGE utiliza un ángulo de reorientación de 90°, pero las moléculas de ADN sufren 
cuatro reorientaciones por ciclo en lugar de dos. Este sistema separa los fragmentos 
de ADN de hasta 1 Mb (Nassonova 2008). 
 
f) Rotating Gel Electrophoresis (RGE): En RGE, el campo eléctrico es 
uniforme y las bandas son rectas porque sólo un conjunto de electrodos es utilizado. 
RGE hace que sea fácil de realizar la rampa de voltaje y tensión. También permite a 
los usuarios estudiar los efectos de diferentes ángulos, e incluso variar éstos, durante 
un experimento de rampa de ángulo. RGE utiliza un solo campo homogéneo y 
cambia la orientación del campo eléctrico en relación al gel por rotación discontinua y 
periódica del gel. Las moléculas de ADN migran en los carriles rectos, debido a los 
campos homogéneos, y las moléculas de ADN de 50 kb a 6.000 kb se pueden 
separar mediante el ajuste de la frecuencia de rotación del gel. Además, el ángulo de 
reorientación puede ser fácilmente alterado cambiando simplemente el ángulo de 
rotación (Gardiner, 1991; Nassonova 2008). 
 
g) Electroforesis de campo eléctrico homogéneo restringido al 
contorno (CHEF) 
El CHEF es el aparato de PFGE mayormente usado. El CHEF provee una 
solución más sofisticada para los efectos de distorsión de los electrodos de la 
cámara y los pasivos (Nassonova 2008). En esta PFGE, el campo eléctrico es 
generado por varios electrodos organizados a lo largo de un contorno hexagonal, el 
campo es pulsado alternamente, generando así un ángulo de reorientación del ADN 
de aproximadamente 120°. Esta técnica presenta varias ventajas en comparación a 
las mencionadas anteriormente como: mayor poder de separación (separa moléculas 
inferiores a 50 Kb sin distorsión y hasta moléculas de 2 Mb), los carriles 
electroforéticos son perfectamente rectilíneos y el patrón de separación es 
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independiente de la posición del gel (Chu et al., 1986). Existen dos diferencias 
fundamentales por las cuales la CHEF se prefiere sobre las otras variantes de la 
PFGE: 1) mayor poder de resolución (moléculas de hasta 7 Mb) a diferencia de la 
FIGE que presenta un poder alto de resolución con moléculas entre 1 y 50 Kb; 
segundo, el aparato para PFGE variante CHEF tiene la ventaja de poder separar 













Figura 4. Diagrama esquematizado de los sistemas de gel de campos pulsados 




1.7.4.4. Aplicaciones del PFGE 
 La PFGE ha demostrado ser una técnica altamente discriminatoria y por ello 
es utilizada en estudios epidemiológicos de brotes causados por microorganismos 
como Escherichia coli (Ejrnaes et al. 2006), Salmonella sp. (Olsen et al. 1994), 
Shigella sp. (Angelini et al. 2009), Listeria sp. (Nascentes et al. 2012), Campylobacter 
sp. (Behringer et al., 2011), y Vibrio cholerae, (Taneja et al., 2012) entre otros. La 
técnica se ha empleado para reconocer brotes de infección, detectar transmisión 
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cruzada de patógenos nosocomiales, identificar la fuente de infección, reconocer las 
cepas particularmente virulentas y para el seguimiento de los programas de 
vacunación entre otros (Olive y Bean 1999). Mediante el análisis de los patrones de 
PFGE, ya sea de manera visual o utilizando un software, se han podido determinar 
las similitudes genéticas entre los aislamientos, lo que permite inferir si dos 
aislamientos aparentemente no relacionados tienen la misma procedencia evolutiva 
(Tenover et al., 1995, Nascentes et al., 2012). 
 
El PFGE, método molecular “gold standard”, para la evaluación de la 
diversidad genética de STEC O157 (Swaminathan, 2001), principalmente detecta 
inserciones  y/o deleciones dentro de las regiones genómicas específicas para STEC 
O157 (Kudva et al., 2002). En un estudio se reportó que el PFGE basado en 
patrones de diversidad superó la diversidad de genotipo derivado de polimorfismo  
  
En resumen, la técnica de PFGE puede ser usada para las siguientes áreas: 
1. El advenimiento de técnicas de PFGE para la resolución de grandes 
moléculas de ADN ha proporcionado un nuevo enfoque para el análisis de genomas 
bacterianos (Dempsey et al., 1991). La PFGE de fragmentos de ADN obtenidos 
utilizando diferentes enzimas de restricción es una técnica poderosa para la 
resolución rápida del genoma bacteriano en un pequeño número de grandes 
fragmentos. 
2. La PFGE de fragmentos de ADN obtenidos mediante el uso de 
endonucleasas producen un patrón discreto de bandas útiles para la toma de huellas 
digitales y mapeo físico del cromosoma (Correia et al., 1994). 
 
3. La técnica de PFGE es útil para establecer el grado de relación entre las 




4. PFGE ha demostrado ser un método eficaz para la estimación del tamaño 
del genoma y la construcción de mapas cromosómicos, así como para la 
caracterización de especies bacterianas (Roussel et al., 1994; Basim et al., 1999).  
5. PFGE es una poderosa herramienta para la caracterización del genoma y 
ha conducido a la construcción del mapa físico de más de 180 cromosomas 
bacterianos (Le Bourgeois et al., 1989). 
 
6. PFGE ha demostrado ser extremadamente poderoso en el análisis de 
grandes moléculas de ADN a partir de una variedad de fuentes, incluyendo ADN 
cromosómicos intactos de hongos, protozoos y genomas específicamente 
fragmentados de bacterias (Basim et al., 1999) y mamíferos (Smith y Cantor, 1984). 
 
7. PFGE simplifica muchas investigaciones previamente laboriosas y hace 
posible muchas de las nuevas investigaciones. Esta técnica se ha utilizado 
ampliamente en la aplicación a todos los organismos desde bacterias a virus 
(Gardiner, 1991). 
 
8. Capacidad del PFGE para construir bibliotecas de cromosomas de 
levaduras (YACs) (Gardiner, 1991). 
 
9. Experimentos de PFGE se utilizan en la construcción de ratones 
transgénicos (Gardiner, 1991). 
 
10. PFGE también se ha mostrado útil en el estudio del daño del ADN inducido 
por la radiación y reparación, organización del tamaño y variación en los centrómeros 
de mamíferos (Suwanto y Kaplan, 1989; Gardiner, 1991). 
 
11. PFGE juega un papel importante en el mapeo del genoma humano (Larsen 
et al., 1992). El mapeo físico de un cromosoma humano implica ordenar y medir las 
distancias entre un conjunto de marcadores de ADN que son únicas para ese 
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cromosoma. Dado el gran tamaño de los cromosomas involucrados (50,000-300,000 
kb), PFGE es el método a seguir (Larsen et al., 1992). 
 
12. PFGE se utiliza para determinar el orden de los marcadores más precisos, 
el cual es posible con el análisis de ligamiento genético, y con un mapa PFGE 
disponibles, nuevos marcadores se puede localizar rápidamente dentro de esa región 
(Burmeister et al., 1992). 
 
13. Una nueva mutación puede ser asignada por la clonación del gen, seguido 
por análisis de restricción y la hibridación, a un conjunto de fragmentos de restricción 
ordenados por PFGE (Larsen et al., 1992). 
 
14. PFGE facilita en gran medida la selección precisa de grandes fragmentos 
de ADN para la clonación. Las enzimas de restricción que son específicas para cortar 
secuencias que aparecen con poca frecuencia, se utilizan para crear grandes 
fragmentos de ADN que luego son separados por PFGE. Esta región se recupera del 
gel y se clona (Gardiner, 1991). 
 
15. PFGE permite un fácil aislamiento de los fragmentos de restricción 
individuales para el mapeo de restricción adicional, la inserción génica y mapeo de 
genes funcionales (Smith et al., 1988). 
 
1.7.5. Inmunoensayo 
La mayoría de las pruebas inmunológicas disponibles actualmente detectan 
los antígenos O, H y Stx. Esto se realiza mediante el uso de anticuerpos dirigidos a la 
LPS O157, el antígeno H7, Stx1 y Stx2 (MacKenzie et al., 1988). Estos anticuerpos 
son utilizados en una gran variedad de pruebas diagnósticas que incluyen ELISA, 




Para el diagnóstico del antígeno LPS O157 se pueden examinar las colonias 
directamente del agar SMAC o después del subcultivo; mientras que el diagnóstico 
del antígeno H podría requerir el pasaje a través de un medio de motilidad antes de 
la prueba (Feng et al., 1998). En caso de las pruebas inmunológicas usadas para la 
detección de Stx y E. coli productora de toxina Shiga, requieren anticuerpos dirigidos 
contra Stx1 y Stx2 (Acheson et al., 1996). 
 
Finalmente, la inmunofluorescencia directa, es usada para el diagnóstico de 
la lesión por E. coli enteropatógena (EPEC), en el cual el diagnóstico se basa en el 
hallazgo de filamentos de actina, usando anticuerpos monoclonales marcados, en 
una muestra de biopsia donde se han observado lesiones típicas de EPEC (Cleary et 
al., 2004). 
 
1.7.6.  Métodos de reconocimiento con ácidos nucleicos 
 La identificación correcta de las distintas cepas de Escherichia coli es 
crucial en estudios epidemiológicos y para el desarrollo de medidas efectivas de 
prevención como la vacunación. Los métodos basados en ADN para la identificación 
y adicional caracterización, incluyen el uso de pruebas específicas de ADN en 
hibridación de sondas genéticas, Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
(Newland y Neill, 1998) y MLST. 
 
1.7.6.1. Hibridación con sondas genéticas 
La hibridación con sondas genéticas es una técnica que fue desarrollada 
originalmente para la investigación, e incluye el uso de una tecnología sofisticadade 
ADN recombinante. Esta técnica está orientada a identificar los genes de virulencia 
descritos para EHEC. Actualmente están disponibles sondas de ADN y de 
oligonucleótidos sintéticos marcados con digoxigenina o biotina; describiéndose 




1.7.6.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
Se han elaborado muchos protocolos de PCR múltiple para la detección de 
determinados genes de virulencia que caracterizan a determinadas cepas patógenas 
(Pass et al., 2000; Vidal et al., 2004) así como la caracterización de cepas de E. coli 
causantes de diarrea en distintas especies como humanos (niños) (Agin y Wolf, 
1997; Vidal et al., 2004), perros (Hammermueller et al., 1995), terneros (Franck et al., 
1998), crías de alpacas, lechones y muestras ambientales. La PCR es descrita como 
una reacción múltiple orientada a la amplificación e identificación de los genes que 
codifican los principales factores de virulencia (stx1, stx2 y eaeA) (Osek, 2002). Así 
también, la PCR puede detectar y confirmar los serotipos de EHEC, STEC 
amplificando los genes que codifican antígenos somáticos y flagelares (Gannon et 
al., 1997; Fratamico et al., 2000).  
 
La técnica de PCR ha sido ampliamente usada en los últimos años para 
detectar genes stx, a través de procedimientos simples dirigidos para el diagnóstico 
de Stx o en técnicas de PCR múltiplex incorporando primers para los genes eae, ehx, 
uidA o fliC (Cebula et al., 1995; Gannon et al., 1997). Es importante mencionar que la 
categoría patogénica está definida por la presencia de factores de virulencia de la 
bacteria; y que las pruebas bioquímicas como la fermentación de sorbitol y otras 
pruebas bioquímicas deben ser complementadas, ya que en algunos casos no se 
correlacionan (Kimata et al., 2005; Ferens y Hovde, 2011). Actualmente, se 
considera que la utilización de la prueba de PCR para la detección de los genes rfbE, 
fliC, eaeA, hylA, stx1 y stx2 determina la confirmación de E. coli O157:H7 (Wang et 
al., 2002). 
 
En muestras fecales de 51 alpacas menores de 50 días de edad, cuya 
muerte estuvo asociada a diarreas o presentaban signos clínicos de diarrea, se aisló 
E. coli utilizando metodología convencional y se descartó la presencia de rotavirus 
mediante análisis de electroforesis y coloraciones de nitrato de plata. Las cepas de 
E. coli fueron analizadas con la prueba PCR Multiplex empleando cebadores para 
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amplificar los genes codificantes de las toxinas Shiga 1 y 2 (stx1 y stx2), toxinas 
termo-labiles (lt) y termo-resistentes a y b (sta y stb), así como genes de la intimina 
(eae) y del “Bundle-forming Pili” (bfp) (Luna et al., 2012). El análisis genotípico 
evidenció que 58.8% (n=30) contenían genes asociados a virulencia, encontrándose 
24 cepas con el gen eae o bfp (cepas potencialmente enteropatogénicas / EPEC) y 
seis cepas donde se amplificaron segmentos correspondientes a genes 
enterohemorrágicos / ECEH (stx2, stx1 o ambas), pero en ninguna se logró identificar 
genes lt, sta o stb correspondientes a E. coli enterotoxigénicas (Luna et al., 2012; 
Bravo de Rueda, 2006).  
 
Como se ha mencionado, las cepas enteropatogénicas eae y bfp son 
productoras de diarrea debida a su capacidad de adherirse a los enterocitos, 
inicialmente en forma laxa, a través del producto bfp y, posteriormente, en una forma 
más fuerte que elimina (“cepillado”) a las microvellosidades intestinales a 
consecuencia de la proteína intimina codificada por el gen eae (Nataro y Kaper, 
1998). Las cepas de E. coli enterohemorrágicas son, teóricamente, más agresivas 
que las EPEC a consecuencia de genes con capacidad de secretar proteínas 
altamente tóxicas (vero-citotoxinas) y codificadas por cualquiera de los genes stx 
(Nataro y Kaper, 1998). Interesantemente, estas cepas EHEC podrían incrementar 
su patogenicidad si expresaran simultáneamente genes con capacidad de 
adherencia productora de la intimina (Alikhani et al., 2006). En el estudio de Luna et 
al. (2012), ninguna de las cepas EHEC tenía el gen eae; sin embargo, las lesiones 
intestinales de las crías muertas con historia de diarrea correspondieron 
mayoritariamente a enteritis hemorrágica, detectándose mayormente cepas positivas 
a genes stx (EHEC) y al gen eae (EPEC). 
 
En otra investigación con 100 muestras de diarreas neonatales procedentes 
de cuatro establecimientos del sur del Perú se detectaron cepas similares. Dos de 94 
aislados fueron cepas EPEC (eae y bfp), 10/94 cepas APEC atípicas (solamente 
eae) y 11/94 cepas EHEC (dos de ellas eae positivas) (Cid et al., 2010). El potencial 
de causalidad de diarrea de estas también ha sido observado en cepas conteniendo 
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genes stx1, stx2 y eae en el 20% de diarreas fatales en crías de 1-2 meses de edad 
(Bravo de Rueda, 2006), y en un brote de severa diarrea catarral en guanacos 
patagónicos cuya cepa fue genotipificada como ECEH (Mercado et al., 2004). 
 
1.7.6.3. MLST (Multi-locus sequence typing) 
La tipificación de secuencias multilocus es un método genético con alto 
poder de resolución. Esta técnica está basada en fragmentos de secuenciamiento de 
7 genes de 400 a 450 pb (con un alto grado de variabilidad). El análisis detecta 
variaciones en los diferentes loci y permite la identificación de microorganismos 
(clones) idénticos o altamente relacionados (líneas clonales o genotipos). Asimismo, 
existen marcadores que han permanecido estables a lo largo de la evolución y son 
usados para la comparación de cepas a escalas de grandes periodos o de diferentes 
regiones geográficas (Pérez-Losada et al., 2013). El secuenciamiento permite la 
detección de variantes de un solo cambio en la base de datos del gen analizado. Por 
tanto, si ha sido calculado que 30 diferentes alelos son encontrados por locus, y 7 
genes son estudiados, hasta 307 genotipos diferentes podrían ser distinguidos 
(Jolley y Maiden, 2014). Cada alelo es numerado considerando su presentación 
previa en la base de datos y cada tipo de secuencia es definida por un código de 
barras de siete dígitos que son únicos para los siete locis (Urwin y Maiden, 2013). 
 
 
1.8. Control y prevención 
Es importante la ingestión de calostro además de aumentar la resistencia 
específica del neonato vacunando a las madres preñadas o las crías. Las vacunas 
comerciales que se disponen se basan en antígenos fimbriales y/o bacterinas, pero 
al parecer no son muy efectivas (Ameghino y DeMartini, 1991). La gran mayoría de 
ellas fueron desarrolladas para la prevención de colibacilosis en cerdos. 
Una vez presentada la enfermedad podrían tomarse las siguientes medidas: 
 Separar a las crías enfermas y tratarlas individualmente. 
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 Conducir al resto del rebaño a pastos de buena calidad. 
 Suministrar productos antibióticos (como sulfas) por vía oral. Por vía 
parenteral se puede usar Sulfatrimetoprim u oxitetraciclina de larga duración, 
vía subcutánea (Ameghino y DeMartini, 1991). 
 
El tratamiento antibiótico muchas veces no da resultados esperados, en 
especial en crías con deficiencias de inmunoglobulinas, estas tampoco responden a 
la hidratación. Además de esta terapia se les puede suministrar sustancias 
astringentes como ácido tánico, sustancias protectoras y absorbentes intestinales 
como caolín, pectina, carbón, etc. También puede ayudar el suministro de sustancias 
acidificantes a base de lactobacillus y levaduras, lo que ayudaría a modificar el pH 


























Escherichia coli provenientes de crías de alpacas presentan variabilidad fenotípica y 






Establecer la variabilidad fenotípica y genotípica de linajes de Escherichia coli 




1. Aislar e identificar Escherichia coli de heces de crías de alpacas con cuadros 
diarreicos y clínicamente sanas. 
2. Determinar los antibiotipos asociados a las cepas en estudio 
3. Establecer las diferencias o similitudes entre los perfiles de PFGE de las 
cepas de Escherichia coli aisladas de heces de crías de alpacas con cuadros 









CAPÍTULO III: MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Lugar de ejecución del estudio  
El presente estudio se realizó entre los meses de diciembre de 2013 y 
febrero de 2014 en el Centro de Investigación y Desarrollo de Camélidos 
Sudamericanos Lachocc de la Universidad Nacional de Huancavelica (CIDCS 
Lachocc-UNH), ubicado en la localidad de Lachocc, suroeste de la ciudad de 
Huancavelica, aproximadamente a 32 km en la carretera Huancavelica – Pisco, en 
una zona andina subtropical, a una altitud de 4225 m.s.n.m hasta los 4850 m.s.n.m. 
El tamaño muestral fue obtenido basado en la fórmula según teorema del límite 
central considerando un mínimo de 30 muestras, colectándose en total 160 
muestras, correspondientes a 90 muestras provenientes de crías con cuadros 
diarreicos y 60 muestras provenientes de crías clínicamente sanas. Se registraron la 
fecha de muestreo, sexo, edad y comunidad de procedencia seleccionando 30 crías 
de alpaca con cuadros diarreicos (20 machos y 10 hembras) y 30 crías clínicamente 
sanas (19 machos y 11 hembras) (Anexo 1).  
 
3.2. Colección de muestras 
El método de muestreo utilizó hisopos estériles, el medio de transporte 
Stuart,  y caldo de Tripticasa Soya (Merck) como medio de enriquecimiento. Se 
seleccionaron a crías con cuadros entéricos y clínicamente sanas de 1 comunidad de 
la localidad de Lachocc de la raza Huacaya, sujetándolas a fin de poder colectar las 
muestras de heces introduciendo directamente un hisopo estéril en el recto girando el 
hisopo en sentido horario y antihorario durante unos 10 a 20 segundos 
aproximadamente. Una vez obtenidas las muestras se procedió a colocarlos en los 
medios de cultivo correspondientes para su posterior procesamiento en el 
Laboratorio de Microbiología y Parasitología de la Universidad Nacional Mayor de 




3.3. Aislamiento microbiano 
Una vez enviado al Laboratorio de referencia las muestras de hisopado rectal 
en los medios de transporte bacteriano (Medio Stuart), se introdujeron en un tubo de 
ensayo con caldo de enriquecimiento Tripticasa Soya (TSB) rotándolos firmemente 
sobre la pared del tubo, seguidamente se llevaron a la incubadora durante 18 a 24 
horas a 37°C. Luego se cultivaron las cepas por 24 horas a 37°C en Agar 
MacConkey, seleccionando las colonias que para su posterior identificación 
bioquímica. 
 
3.4. Identificación bioquímica 
Las cepas de E. coli fueron identificadas por pruebas bioquímicas, las cuales 
incluyeron pruebas de fermentación de lactosa, producción de glucosa, indol, úrea, 
SIM, H2S. Fueron incluidas como parte de la identificación por pruebas bioquímicas, 
las pruebas de rojo metilo, Vogues Proskauer, malonato, fenilalanina, gluconato y 
sorbitol (INS, 2005). 
 
3.5. Pruebas de sensibilidad antibiótica 
Las pruebas de sensibilidad se realizaron por el método de difusión en disco 
de Kirby-Bauer (Bauer et al.,  1966). Se inoculó una cantidad estandarizada de 
bacterias en solución salina (0.5 de la escala de McFarland). Los inóculos fueron 
sembrados con hisopos estériles dentro de los 15 minutos de preparados utilizando 
agar Mueller Hinton. El sembrado se realizó en tres direcciones asegurando una 
buena distribución del inóculo y que las zonas de inhibición sean uniformemente 
circulares. Luego de cinco minutos, con una pinza estéril se colocaron los discos de 
papel filtro impregnados con concentraciones conocidas de antibióticos. Las placas 
fueron incubadas por 24 h a 37 °C en aerobiosis y se midieron los halos de inhibición 
de desarrollo, interpretándolos de acuerdo a las tablas del Instituto de Estándares 
Clínicos y de Laboratorio (CLSI). La susceptibilidad de los microorganismos a los 




Los antibióticos (discos de sensibilidad) utilizados en los test de 
susceptibilidad se encuentran agrupados dentro de las familias de beta-lactámicos 
(fosfomicina), fluoroquinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina), aminoglucósidos 
(amikacina, gentamicina), tetraciclinas (oxitetraciclina), cefalosporinas de tercera 
generación (ceftriazona, ceftadizima) y antibióticos asociados (trimetoprim, 
nitrofurantoína). Los antibacterianos se eligieron en base a su eficacia, disponibilidad 
en el mercado, y toxicidad. El halo de inhibición se interpretó como cepas sensibles, 
intermedias o resistentes basado en el CLSI. 
 
3.6. Detección de clonalidad por PFGE 
De los 90 aislados provenientes de crías de alpaca con cuadros diarreicos y 
de los 60 aislados provenientes de crías de alpaca clínicamente sanas, fueron 
utilizados 30 aislados de cada grupo a fin de identificar clonalidad mediante la técnica 
de PFGE (pulse field gel electrophoresis), con el objetivo de obtener un patrón 
genético de bandas específicas, expresando las características específicas 
representados en un dendrograma, que permita determinar con precisión las 
interrelaciones genéticas entre las diferentes cepas evaluadas. 
 
PFGE utiliza  enzimas de restricción para cortar el ADN bacteriano en ciertas 
localizaciones conocidas como sitios de restricción. Estas enzimas se seleccionan 
para generar un pequeño número de piezas de ADN que se pueden separar 
basándose en el tamaño. Por lo general, estas piezas de ADN, o fragmentos de 
restricción, son grandes y necesitan seguir un tratamiento especial y ser separados 
para generar una huella dactilar de ADN. En primer lugar, las bacterias se cargan en 
una suspensión de agarosa, similar a la gelatina, a continuación, la célula bacteriana 
se lisa para liberar el ADN. Una vez que el ADN se libera, a continuación, la 
suspensión de agarosa y el ADN (también conocida como un tapón), se trata con 
enzimas de restricción. Los tampones tratados se cargan en un gel de agarosa y los 
fragmentos de restricción se separan basándose en el tamaño usando un campo 
eléctrico. La PFGE puede separar fragmentos de ADN de gran tamaño, para ello un 
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campo eléctrico que cambia constantemente de dirección para el gel se utiliza para 
generar una huella dactilar de ADN. 
 
Para proceder a realizar la prueba de PFGE, primero se separarán las 
colonias puras para cada cepa en tubos de tripticasa soya. 
 
3.6.1. Metodología de la técnica de PFGE 
Las cepas bacterianas de Escherichia coli fueron cultivadas en agar Mac 
Conkey por 18 horas a 37°C y luego, estos cultivos puros fueron sembrados en agar 
tripticasa soya (TSA) por 14 horas a 37°C. Para el caso de los controles, se utilizó 
una cepa pura de Salmonella enterica subsp. enterica ser. Braenderup H9812 que 
fue sembrada en agar XLD y luego resembrada en TSA por 14 horas a 37°C. De 
estas mismas colonias resembradas se hizo una conservación a -70°C para volver al 
aislamiento original para casos en los que era necesario repetir el procedimiento de 
PFGE. 
 
A continuación se describe con detalle cada uno de los procedimientos que 
se incluyen en la técnica de PFGE en base al manual de procedimientos 
estandarizados de Pulse Net para América Latina y el Caribe (CDC, 2013): 
 
Etapa 1: Preparación de los bloques de agarosa (“plugs”) a partir de cultivos 
en agar 
a) Preparación de los “plugs” 
1. Se encendió el baño maría a 54-55 °C con agitación, un baño maría 
estacionario (55-60 °C) y el espectrofotómetro. 
 2. Se preparó el buffer TE (10 mM Tris: EDTA 1 mM, pH 8,0) como sigue: 
 2.1. 10 ml de 1 M Tris, pH 8,0 
 2.2. 2 ml de 0,5 M EDTA, pH 8,0 




3. Se preparó 1% de agarosa SeaKem Gold en tampón TE (Tris 10 mM: EDTA 
1 mM, pH 8,0) para PFGE como se describe a continuación: 
 3.1. Pesado de 0,50 g agarosa SeaKem gold (SKG) en 250 ml en un frasco 
de tapa rosca. 
 3.2. Se añadió 50,0 ml de buffer TE 1X, agitando suavemente para dispersar 
la agarosa. 
 3.3. Se removió la tapa del frasco ligeramente, y luego se procedió a calentar 
en microondas durante 30 segundos; se mezcló suavemente y se repitió a 
intervalos de 10 segundos hasta que la agarosa se disuelva por completo. 
 3.4. Una vez disuelta la agarosa, se cerró la tapa del frasco y se colocó en un 
baño maría a 55 – 60°C y se equilibró la agarosa en el contenedor de agua 
durante 15 minutos o hasta que esté listo para su uso. 
4. Se etiquetaron los tubos pequeños (tubos Falcon de 12 mm x 75 mm o 
equivalente) con los números de los cultivos. 
 5. Se preparó la suspensión celular buffer (100 mM Tris: EDTA 100 mM, pH 
8,0) como sigue: 
 5.1. 100 ml de 1 M Tris, pH 8,0 
 5.2. 200 ml de 0,5 M EDTA, pH 8,0 
 5.3. Dilución en 1000 ml con agua ultrapura estéril (CLRW) 
 6. Se hizo la transferencia de 2 ml de buffer de suspensión celular (CSB) a 
pequeños tubos pequeños rotulados destinando un tubo extra como blanco. 
Se utilizó un hisopo de algodón humedecido con solución estéril CSB para 
remover parte del crecimiento de la placa de agar. Se suspendieron las 
células bacterianas en el tubo con buffer girando el hisopo suavemente para 
que las células se dispersen de manera uniforme y minimizar así la formación 
de aerosoles reduciéndola al mínimo. Se colocaron los tubos en hielo para 
evitar el crecimiento bacteriano. Finalmente, se agregaron 100 µl de cada 




7. Se ajustó la concentración de las suspensiones celulares a uno de los 
valores que se indican a continuación diluyendo con CSB estéril o mediante la 
adición de células adicionales. 
 7.1. Espectrofotómetro: 610 nm de longitud de onda y la absorbancia 
(densidad óptica) de 1,00 (intervalo de 0,8-1,0) 
 7.2. Medidor de turbidez Dade Microscan: 
 7.2.1. 0,40-0,45 (medidos en tubos Falcon 2054) 
 7.2.2. 0,58 a 0,63 (medida en tubos Falcon 2057) 
 7.3. Colorímetro bioMérieux Vitek: 17-18% de transmisión (medida en tubos 
Falcon 2054). 
Cálculo para ajustar la concentración bacteriana: 
 Volumen de suspensión: 
200 µl (Vol. Final) x 1.00 (Densidad óptica deseada) 
  Densidad óptica obtenida x 10 (Factor de dilución) 
 Volumen de buffer de suspensión: 
(200 µl - Volumen de suspensión) 
 Colocar en un tubo eppendorf el volumen de suspensión y el volumen de 
buffer de suspensiones calculadas. 
 Ejemplo: 
 Volumen de suspensión: 
  200 µl x 1.00  = 137.9 = 138 µl 
  0.145 x 10 
 Volumen de buffer de suspensión 
= 200 µl – 138 µl = 62 µl 
 
b) Fundición de los “plugs” 
1. Se rotularon los pocillos de los moldes para “plugs” con el número de cultivo.  
2. Se transfirió 100 µl de suspensiones celulares ajustadas a los tubos para 
microcentrífuga marcados (1,5 ml). 
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3.  Se añadió 5µl de proteinasa K (20 mg / ml) a cada tubo y se mezcló 
suavemente con el tip de la pipeta.  
4. Se añadió 200 µl de agarosa SeaKem Gold al 1% previamente fundida para 
100µl de suspensión celular; mezclando mediante pipeteo suave hacia arriba y 
hacia abajo 2 ó 3 veces. El exceso de pipeteado puede causar cizallamiento 
del ADN. Se mantuvo la temperatura de agarosa fundida, conservando el 
frasco en baño maría (55-60 °C). 
5.  Inmediatamente, se distribuyó parte de la mezcla en los pocillos de un modo 
reutilizable para plugs, evitando que se formen burbujas en el cargado. Dos 
plugs de cada muestra se pudieron hacer de estas cantidades de suspensión 
de células y de agarosa y son útiles si se requieren pruebas de repetición que 
fueron considerados para el presente estudio. Se dejó solidificar los plugs a 
temperatura ambiente por 10 a 15 minutos (otra opción adecuada es colocar 
en refrigeradora a 4°C por 5 minutos). 
 
Etapa 2: Lisis de las células bacterianas en los “plugs” de agarosa 
1. Se rotularon tubos de 50ml de polipropileno con tapón de rosca con los 
números de los cultivos. 
2. Se preparó el buffer de lisis celular (mM Tris 50: EDTA 50 mM, pH 8,0 + 1% 
Sarcosilo) como sigue: 
2.1. 50 ml de 1 M Tris, pH 8,0 
2.2. 100 ml de 0,5 M EDTA, pH 8,0 
2.3. 100 ml de 10% Sarcosilo (N-lauroilsarcosina, sal de sodio) 
2.4. Se diluyó a 1000 ml con agua ultrapura estéril (CLRW) 
3. Se calculó el volumen total de Lisis Celular / proteinasa K buffer necesaria 
como sigue: 
3.1. Se necesitaron 5 ml de buffer de lisis celular por cada cepa (ejemplo: 5 ml x 
10 tubos = 50 ml)  
3.2. Se necesitaron 25 µl de proteinasa K de la solución stock (20 mg / ml) por 
cada cepa (por ejemplo: 25 µl x 10 tubos = 250 µl)  
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4. Se preparó la mezcla maestra midiendo el volumen correcto de buffer de lisis 
celular y proteinasa K en tubo de ensayo de tamaño o frasco apropiado y se 
mezcló bien. 
5. Se añadieron 5 ml de proteinasa K / buffer de Lisis Celular a cada tubo rotulado 
de 50 ml. 
6. Se añadieron los plugs a los tubos de 50 ml y se recortó el exceso de agarosa 
con hoja de afeitar o un instrumento similar.  
7. Se retiró la cinta de molde reutilizable. Se remojó durante 15 minutos antes de 
lavarlos. Se desinfectaron los moldes para plugs en etanol al 90% durante 30-
60 minutos. 
8. Se colocaron los tubos en una gradilla y se incubaron a 54 a 55 °C en baño 
maría por un tiempo de 1.5-2 horas con agitación constante y vigorosa (150-
175 rpm).  
9. Se procedió a colocar en agua ultrapura estéril (CLRW) a 54-55 °C para que 
los plugs se puedan lavar dos veces con 10-15 ml de agua (200 a 300 ml por 
10 tubos). 
 
Etapa 3: Lavados de los “plugs” de agarosa después de la lisis celular 
1. Se retiraron los tubos del baño maría, y se eliminó el buffer de lisis celular 
cuidadosamente. 
2. Se añadió 10-15 ml de agua ultrapura estéril (CLRW) que había sido pre-
calentada a 54-55 ° C a cada tubo y se agitaron los tubos en un baño maría a  54 
a 55 ° C  
3. Se virtió el agua de los buffers y se repitió el paso de lavado con agua 
precalentada (Paso 2) una vez más. 
4. Pre-calentamiento suficientemente estéril de buffer TE (10 mM Tris: EDTA 1 
mM, pH 8,0) en un baño maría a 54-55 ° C de modo que se pudieron lavar cuatro 
veces con 10-15 ml de TE 1X (400-600 ml para 10 tubos) después de iniciado el 
último lavado. 
5. Se virtió el agua, luego se agregó 10-15 ml de buffer TE 1X precalentado (54 a 
55 °C) y se agitaron los tubos en baño maría a 50°C durante 10-15 minutos. 
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6. Se virtió el buffer TE y se repitió el paso de lavado con buffer TE 1X estéril 
precalentado tres veces más. 
7. Se decantó el último lavado y se agregaron 5-10 ml de buffer TE 1X estéril a 
cada tubo. Los plugs fueron transferidos a tubos más pequeños de 2 ml 
(criotubos de concentración con 1 a 2 µl de buffer TE) para el almacenamiento a 
largo plazo (4°C). 
 
Etapa 4: Digestión del ADN en “plugs” de agarosa con la enzima de restricción 
1. Se rotularon los tubos eppendorf de 1,5 ml con los números de las cepas; 5 
tubos marcados para el control estándar Salmonella ser. braenderup H9812. 
2. Paso de incubación pre-restricción: Se preparó una mezcla maestra mediante 
la dilución de 10 veces el buffer apropiado de restricción (Roche Applied 
Science o equivalente) 1:10 con agua ultrapura estéril (CLRW) de acuerdo con 
la siguiente tabla: 
 
Reagente µl/Trozo de 
plug 
µl/10 Trozo de 
plug 
µl/15 Trozo de plug 
Agua ultrapura 
estéril 
180 µl 1800 µl 2700 µl 
Buffer de 
restricción 10X 
20 µl 200 µl 300 µl 
Volumen total 200 µl 2000 µl 3000 µl 
 
3. Se añadieron 200 µl de buffer de restricción diluido (1X) a los tubos 
eppendorf ya rotulados con los números de los cultivos a colocar en el 
gel. 
4.  Se retiró cuidadosamente cada plug del buffer TE con una espátula y se 
colocaron en una placa petri estéril desechable marcada en la parte 
inferior con un marcador para asegurar el espesor adecuado del 




5. Se realizaron cortes de 2,0 a 2,5 mm de ancho de cada muestra con una 
hoja de bisturí y se trasladó al tubo eppendorf correspondiente que 
contenía el buffer de dilución de restricciónayudado con una espátula. El 
resto del plug se volvió a almacenar a 4°C. 
5.1. Se incubaron las muestras y los plugs control cortados en baño 
termostatizado a 37 °C durante 5-10 minutos. 
5.2.  Después de la incubación, se removió el corte de plug del buffer 
utilizando una pipeta provistacon un tip de 250 µl en todo el trayecto 
hasta la parte inferior del tubo y el buffer aspirado. Se tuvo cuidado de 
no dañar el pedazo de plug con la punta de la pipeta. 
6. Se preparó la mezcla master enzima de restricción de acuerdo con la 
siguiente tabla.  
 
7. Se añadieron 200 µl de mezcla master de enzima de restricción a cada 
tubo. Se cerró el tubo y se mezcló golpeando suavemente. 
8. Se incubó la muestra y el plug control cortado en baño termostatizado a 
37 ° C durante un mínimo de 4 horas. 
 
Etapa 5: Preparación del gel de agarosa 
1. Se confirmó que el baño maría este equilibrado a 55-60 ° C. 
2. Se preparó un volumen de Tris-Borato EDTA buffer (TBE) 0.5X que se 
necesita tanto para el gel y corrida electroforética de acuerdo con la 
siguiente tabla: 
Reagente µl/Trozo de 
plug 
µl/10 Trozo de 
plug 
µl/15 Trozo de plug 
Agua ultrapura 
estéril 
173 µl 1730 µl 2595 µl 
Buffer de 
restricción 10X 
20 µl 200 µl 300 µl 
Albúmina sérica 
bovina (10mg/ml) 
2 µl 20 µl 30 µl 
XbaI (10U/ µl) 5 µl 50 µl 75 µl 











3. Se preparó agarosa SeaKem Gold (SKG) al 1% en TBE 0.5X de la 
siguiente manera: 
3.1. Se pesó una cantidad apropiada de SKG en 500 ml en un frasco con 
tapa rosca. 
 Se mezcló 1,0 g de agarosa con 100 ml de TBE 0.5X para geles de 
14cm de ancho (10 pozos). 
3.2. Se añadió la cantidad apropiada de 0,5X de TBE; se agitó 
suavemente para dispersar la agarosa. 
4.  Se removió ligeramente la tapa rosca y luego se introdujo en horno 
microondas por 60 segundos con una potencia moderada, se mezcló 
suavemente y se repitió por intervalos de 15 segundos hasta que la 
agarosa se disuelva completamente. 
5.  Se tapó nuevamente el frasco. 
6. Un pequeño volumen (2 a 5 ml) de la agarosa Seakem Gold al 1% 
enfriada y derretida fueron requeridos para sellar los pozos después de 
cargar los plugs. 
7. Una vez cumplido el tiempo de la digestión se retiraron los trozos de plugs 
del baño maría a 37°C. Se retiró la  mezcla enzima/buffer y se añadieron 
200 µl de TBE0.5X. Se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
8. Se sacó el TBE 0.5X de los tubos eppendorf con una pipeta automática. 
Se retiraron los pedazos de plugs de los tubos con una espátula, luego se 
colocaron en el peine de electroforesis, cargándose en los carriles 
superiores de la siguiente manera: 




Agua ultrapura estéril 1900 2090 
Volumen total 2000 2200 
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8.1. Se cargaron estándares de Salmonella ser. braenderup H9812 en los 
carriles 1, 5, 9 (gel de 9 pocillos) o en los carriles 1, 8, 15, 22 y 29 (gel 
de 29 pocillos). 
8.2. Se cargaron las muestras en los pocillos remanentes y se registraron 
las localizaciones. 
9. Se eliminó el exceso de buffer con papel absorbente.  
10. Se dejaron secar los plugs en medio ambiente y se confirmaron que los 
cortes de los plugs se encontraran alineados correctamente en la parte 
inferior de los dientes del peine, asegurándose de que los plugs se 
encontraran en el ras de la parte inferior de los dientes. 
11. Se virtió cuidadosamente la agarosa (enfriado a 55 – 60°C) en el molde 
del gel y se eliminó cualquier debris que pudiesen estar presentes. 
 
Etapa 6: Electroforesis 
1. Se coloco el marco de gel negro en la cámara de electroforesis. Luego se 
agregó 2 – 2.2 L de TBE a 0.5X recién preparado. Se cerró la tapa de la 
unidad. 
2. Se encendió la fuente de poder, luego la bomba de calibrado a una razón 
de flujo del buffer de 1 litro/minuto (velocidad de bomba= 70) y por último 
se encendió el módulo de enfriamiento (14°C) aproximadamente 30 
minutos antes de que el gel sea corrido. 
3. Se retiró el peine después de que el gel solidifica por 30 a 45 minutos. 
4. Se rellenaron los pozos del gel agarosa Seakem Gold al 1%. Se 
destornilló y se retiraron las compuertas laterales del molde; luego, se 
eliminó el exceso de agarosa de los lados y de la parte de la parte inferior 
de la plataforma con papel absorbente. Luego se colocó cuidadosamente 
dentro del marco negro de la cámara de electroforesis. Por último se cerró 





Se programaron las condiciones de electroforesis en base a las condiciones 
del equipo CHEF-MAPPER: 
 Tiempo de pulso inicial: 6.76 segundos 
 Tiempo de pulso final:  35.38 segundos 
 Voltaje:    6 V 
 Ángulo de inclinación:  120° 
 Tiempo de corrida:  18 horas 
 
Etapa 7. Tinción y documentación del gel de agarosa para PFGE – Cuidado 
del equipo de electroforesis 
1. Una vez finalizada la corrida de electroforesis, se procedió a apagar el 
equipo comenzando por el módulo de enfriamiento, luego la bomba y por 
último la fuente de poder. 
2. Con cuidado, se retiró primero el marco de la cuba electroforética y por 
último el gel de agarosa.  
3. Se colocó el gel en la solución de tinción de bromuro de etidio. Esta 
solución se preparó diluyendo 40 µl de solución concentrada comercial 
(10 mg/ml) en 400 ml de agua destilada (para estos volúmenes es 
necesario un recipiente de aproximadamente 14 x 24 cm. 
4. El gel se tiñó por 20 a 30 minutos en un recipiente cubierto con agitación 
suave para que el colorante se distribuya uniformemente en todo el gel. 
5. Una vez finalizado el tiempo de tinción se procedió a la decoloración del 
gel transfiriendo el gel del recipiente conteniendo el bromuro de etidio a 
un recipiente que contuvo aproximadamente 500 ml de agua destilada. Se 
agitó suavemente por 30 minutos cambiándose el agua cada 10 minutos 
(2 lavados)  
6. Mientras transcurría el tiempo de tinción y decoloración se debió seguir 
las siguientes pautas para el cuidado del equipo: 
6.1. Drenaje y descarte del buffer de la cámara de electroforesis utilizando 
un recipiente adecuado. Para esto se debió desconectar la tubería que 
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conecta al módulo de enfriamiento, y se conectó la tubería para el 
vaciado de la cuba. 
6.2. Se aseguró el completo drenaje de todo el volumen inclinando la cuba 
electroforética. 
6.3. Para el enjuague la cámara, primero se debió desconectar la tubería 
de drenaje y volver a conectar la tubería que conecta al módulo de 
enfriamiento. Luego se agregó a la cámara 2 litros de agua destilada. 
6.4. Se encendió la fuente de poder y la bomba, dejando funcionar a esta 
última por 5 a 10 minutos para que el agua circule por las tuberías a fin 
de eliminar el buffer remanente en el equipo.  
6.5. Para el drenaje del líquido de lavado del sistema de tuberías fue 
necesario desconectar la tubería que conecta el módulo de 
enfriamiento dejando funcionar la bomba hasta que no se observe 
líquido en el interior de las tuberías. Luego se drenó el buffer de la 
cuba electroforética como se detalló en el primer paso. 
7. Para la captura de la imagen de la corrida electroforética se utilizó el 
equipo ChemiDoc II XRS+ y se trabajó con el programa Quantity One. 
8. Para obtener la calidad de la imagen deseada se programaron los 
parámetros para captura de la imagen de acuerdo a la cámara fotográfica 
disponible. 
9. Se analizó en el programa GelCompar II, con un índice de correlación de 
2.00 en base al coeficiente de DICE. Con el dendrograma de similitud 
obtenido se crearon los gráficos de dispersión de cepas con respecto a 
los patrones de bandas. 
 
3.7. Materiales y reactivos 
A) Toma de muestra 
 Guantes quirúrgicos 
 Hisopos estériles 
 Medio de transporte Stuart 
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 Alcohol 96° 
 Algodón 
 
B) Aislamiento e identificación microbiana 
 Incubadora 
 Cultivo bacteriano 
 Asas de siembra 
 Placas petri 
 Caldo Tripticasa soya 
 Agar sangre 
 Agar Mac Conkey 
 Autoclave 
 Mechero 
 Alcohol 96° 
 Agar Citrato de Simmons 
 Agar TSI 
 Agar Urea de Christensen 
 Caldo Malonato 
 Agar Esculina 
 Medio SIM 
 Medio Rojo Metilo – VoguesProskauer 
 Medio de cultivo de peptona 
 Tiras para prueba de oxidasa 
 Reactivo de Kovacs 
 Reactivo de Barrit 
 Peróxido de hidrógeno 
 Hidróxido de potasio al 40% 
 Agua oxigenada 
 Portaobjetos 




C) Pruebas de sensibilidad antimicrobiana 
Los antibióticos (discos de sensibilidad) utilizados en los test de 
susceptibilidad se encuentran agrupados dentro de las familias de beta-
lactámicos (fosfomicina), fluoroquinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina), 
aminoglucósidos (amikacina, gentamicina), tetraciclinas (oxitetraciclina), 
cefalosporinas de tercera generación (ceftriazona, ceftadizima) y antibióticos 
asociados (trimetoprim, nitrofurantoína). 
 
D) PFGE 
1) Preparación de bloques de agarosa (“Plugs”) a partir de cultivos de agar 
Preparación de Agarosa 
 Agarosa SEAKEM GOLD 
 Buffer TE(10mM Tris: 1mM EDTA, pH:8.0) 
 Baño maría a 50 – 60°C 
 Balanza 
 Frasco o Erlenmeyer con tapa a rosca 
 Microondas 
 
Preparación de la suspensión celular – bacteriana 
 Buffer de suspensión celular 
 Hisopo estéril (uno por cada aislamiento) 
 Tubos eppendorf 
 Pipetas automáticas  
 Placa de cultivo con crecimiento de 18h a 37 grados del aislamiento a 
estudiar 
 Cubetas para espectrofotómetro o tubos para turbidímetro 
 Buffer para suspensión celular BSC (Tris 100 mM: EDTA 100mM, pH: 8.0)  
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 Tris 1 M, pH 8.0  -----10ml 
 EDTA 0.5 M, pH 8.0 -20ml 
 Agua estéril 
 
Armado de los “plugs”  
 Agarosa Seakem Gold al 1% en TE 1X 
 Proteinasa K (solución de 20mg/ml conservada a -20 grados, en alícuotas 
de 200ul cada una, volumen necesario para 10 “Plugs”) 
 Moldes para “Plugs”  
 Tubos eppendorf de 1.5ml 
 Suspensiones bacterianas ajustadas por turbidimetria 
 Micropipeta y tips 
 
2) Lisis de las células bacterianas en los “Plugs” de agarosa  
 Tubos de polipropileno de 50ml 
 Proteinasa K (Solución Stock 20 mg/ml) 
 Espátula de 6mm de ancho 
 Buffer de lisis celular 
 Gradilla 
 Baño maría a 54° C con agitación 
 Preparación de Buffer de lisis celular (CSB) (Tris 50 mM: EDTA 50 mM, pH 
8.0 + Sarcosyl 1%): 
Tris 1, pH 8.0…………………….…...25 ml 
EDTA 0.5 M, pH 8.0…………….…...50 ml 
Sarcosyl 10%....................................50 ml 
(N-Lauroylsarcosina sal sódica) 





3) Lavado de los “Plugs” de agarosa después de la lisis celular 
 Tapas perforadas o “screened caps” 
 Agua calidad molecular estéril termostatizada a 50°C. 
 Buffer TE 1X en baño maría a 50°C 
 Baño maría a 50°C con agitación 
 Criotubos de 2ml estériles para conservación de los “Plugs” en buffer TE 
1X 
 
4) Digestión del ADN en “Plugs” de agarosa con la Enzima 
 “Plugs” de los aislamientos a analizar 
 “Plugs” de la cepa de referencia Salmonella ser. Braenderup 
 Tubos Ependorff estériles de 1.5 ml 
 Papel tissue 
 Espátula 
 Placas petri 
 Enzima de restricción XbaI 
 Agua calidad molecular estéril 
 Baño termostatizado a 37°C 
 
5) Preparación del gel de agarosa   
 Agarosa SeaKem Gold al 1% 
 Buffer TBE stock 5X o 10X 
 Agua calidad molecular estéril 
 Matraz Erlenmeyer o frasco con tapa rosca estéril de 250 ml 
 Erlenmeyer de 3000 ml 
 Film de polietileno 
 Probetas estériles 
 Molde para armado del gel 
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 Baño maría a 50 – 60°C 
 Guantes resistentes al calor 
 Pipetas automáticas 
 
6) Electroforesis 
 Equipo de electroforesis CHEF MAPPER 
 
7) Tinción y Documentación del gel de agarosa para PFGE – cuidado del 
equipo de electroforesis 
 Recipiente con solución de Bromuro de Etidio 
 Recipiente con Agua destilada para decolorar 
 Agitador orbital 
 Equipo de foto documentación 
 Espátula-pala para manipulación de gel de 20 x 17 cm 
 Agua destilada 
 
 
3.8. Análisis de datos 
Los datos provenientes de la comunidad evaluada fueron registrados por 
medio del programa Microsoft Office 2010. El presente estudio basó sus resultados 
según el criterio para muestras por conglomerados. Esto último debido a que el 
sistema extensivo de producción de camélidos sudamericanos se basa normalmente 
en agrupar animales en corrales, y estos a su vez se encuentran en pequeñas a 
medianas puntas distribuidas en toda una localidad. La asociación entre la 
susceptibilidad antimicrobiana y las condiciones sanitarias (sanas o enfermas) así 
65 
 

































CAPÍTULO IV: RESULTADOS 
 
4.1. Cepas viables 
La viabilidad de las cepas aisladas se comprobó mediante su inoculación en 










Figura 5. Placas con agar tripticasa soya (TSA) incubadas por 24 horas a 
37°C donde se puede apreciar crecimiento bacteriano. 
 
4.2. Identificación bioquímica 
En base a los medios utilizados para la identificación bioquímica de cepas de 
Escherichia coli, todas las cepas resultaron con un patrón de identificación 








Figura 6. Pruebas bioquímicas para la identificación de Escherichia coli mostrando 
las reacciones positivas para indol (I), rojo metilo (M) y Vogues – Proskauer (V), y 
reacción negativa a citrato (C). 
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4.3. Detección de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana 
Los aislados de Escherichia coli provenientes de animales enfermos y sanos 
fueron sensibles a la mayoría de los antibacterianos utilizados, con frecuencia de 
sensibilidad entre 60 a 95%, a excepción de la nitrofurantoína, cuyas cepas 
mostraron una susceptibilidad de 8.3% (Tabla 2).  
Los antibióticos con mayor sensibilidad (mayor al 80%) fueron trimetoprim 
(95%), gentamicina (90%) y fosfomicina (85%), mientras que los mayores índices de 
resistencia fueron observados para nitrofurantoína (85%) (Tabla 2). Los resultados 
revelaron una resistencia intermedia baja (menor igual al 50%) en animales con  y sin 
diarrea (Tablas 3 y 4).  
Los resultados del análisis estadístico reveló, que de los antibióticos 
evaluados, sólo la ciprofloxacino, está asociado estadísticamente (p<0.05) a la 
condición sanitaria, no habiendo influencia por las variables sexo y edad en los casos 











Figura 7. Muestra E76 del grupo de animales enfermos que muestra 
sensibilidad a cuatro antibióticos (fosfomicina, trimetoprim, gentamicina y 





Tabla 2. Susceptibilidad antibiótica de aislados de Escherichia coli en crías de alpaca 
con y sin diarrea (n= 60)  
Condición 
Antibiótico    Sensible         Intermedio       Resistente 
n %  n %  n % 
Trimetoprim    57 95  0 0  1 1.7 
Gentamicina    54 90  1 1.7  1 1.7 
Fosfomicina    51 85  4 6.7  4 6.7 
Ceftadizima    45 75  7 11.7  6 10 
Ciprofloxacino   45 75  12 20  2 3.3 
Ceftriaxona    59 70  15 25  2 3.3 
Oxitetraciclina   52 60  18 30  7 8.5 
Amikacina    48 55  18 30  9 15 
Enrofloxacina  24 40  30 50  6 10 
Nitrofurantoína   5 8.3  4 7.3  51 85 
 
Tabla 3. Susceptibilidad antibiótica de aislados de Escherichia coli en crías de alpaca 
con cuadros diarreicos (n=30)   
Condición 
Antibiótico    Sensible         Intermedio Resistente 
n %  n %  n % 
Trimetoprim    29 97.8  0 0  1 3.3 
Gentamicina    28 93.5  1 3.3  1 3.3 
Fosfomicina    26 87  1 3.3  4 13.3 
Ciprofloxacino   25 84.8  5 16.7  0 0 
Ceftadizima    23 76.1  4 13.3  3 10 
Ceftriaxona    22 71.7  9 30  0 0 
Amikacina    20 65.2  6 20  5 16.7 
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Oxitetraciclina   19 63  9 30  3 10 
Enrofloxacina   13 43.3  10 33.3  2 6.7 
Nitrofurantoína   3 10  3 10  24 80 
 
Tabla 4. Susceptibilidad antibiótica de aislados de Escherichia coli en crías de alpaca 
clínicamente sanas (n=30)  
 
Condición 
Antibiótico    Sensible       Intermedio     Resistente 
n %  n %  n % 
Trimetoprim    29 96.7  0 0  1 3.3 
Gentamicina    29 96.7  0 0  1 3.3 
Fosfomicina    27 90  3 10  1 3.3 
Ceftadizima    24 80  3 10  3 10 
Ceftriaxona    22 73.3  7 23.3  2 6.7 
Ciprofloxacino   18 60  9 30  3 10 
Amikacina    19 63.3  8 26.7  3 10 
Oxitetraciclina   15 50  13 43.3  3 10 
Enrofloxacina   10 33.3  14 46.7  6 20 
Nitrofurantoína   2 6.7  1 3.3  28 93.3 
 
 
4.4. Identificación e interpretación de perfiles de PFGE 
Para que un método de caracterización sea considerado válido debe ser 
capaz de tipificar el 90% de las cepas bacterianas (Maslow et al., 1993). La 
diferenciación de ADN cromosómico basado en la técnica de PFGE es buena, un 
método molecular sensible para analizar el grado de relaciones genéticas o 
variabilidad entre diferentes serotipos de Escherichia coli así como cepas del mismo 
serogrupo. Se han demostrado que las técnicas de tipado que se basan en 
información obtenida de los ácidos nucleicos son mucho más discriminatorias que las 
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fenotípicas para el tipaje de Escherichia coli y otras enterobacterias (Kawano et al., 
2006). Así pues, con el fin de establecer posibles relaciones entre los aislados 
estudiados, se realizó un análisis del genoma mediante PFGE.  
 
4.4.1. Análisis de geles de PFGE 
Todas las cepas analizadas en el presente estudio (30 aislados de animales 
con cuadros diarreicos y 30 aislados de animales aparentemente sanos) fueron 
caracterizadas mediante la técnica de PFGE, utilizando la endonucleasa de 
restricción XbaI. Todos los aislados resultaron tipificables, sin embargo, en dos de los 
aislados (17 y 27 correspondientes a animales clínicamente sanos) (Figs. 8-11) no se 
observaron sus patrones de bandas en dos corridas seguidas por lo que fue 
necesario recurrir a la adición de tiourea (0.52M) en el buffer de corrida del PFGE a 
fin de prevenir la degradación de ADN, permitiendo que los aislados aparentemente 
no tipificables sean tipificados (Fig. 12). 
 
En la figura 10, se puede observar claramente que los patrones de bandas 
correspondientes a los carriles 22, 24, 29, 30, 44, 45, 46 y 60 presentan ciertas 
imperfecciones como proximidad muy cercana entre bandas, aumento de grosor de 
las bandas, ausencia de bandas, aumento considerable de la curvatura de las 
bandas y distorsión de las bandas producidas. Estas muestras fueron sometidas 











Figura 8. Gel de PFGE: representación de los distintos patrones de bandas 
genéticas entre los aislados de crías de alpaca clínicamente sanas; Carriles C: 
patrones de peso molecular Salmonella Braenderup cepa H9812, Carriles 1-3, 4-7 
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Figura 9. Gel de PFGE: representación de los distintos patrones de bandas 
genéticas entre los aislados de crías de alpacas clínicamente sanas y enfermas; 
Carriles C: patrones de peso molecular Salmonella Braenderup cepa H9812, Carriles 
6-20, cepas de E. coli provenientes de animales clínicamente sanos; Carriles 31-42, 
cepas de E. coli provenientes de animales enfermos. Carril 17: Cepa aparentemente 
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Figura 10. Gel de PFGE: representación de los distintos patrones de bandas 
genéticas en los aislados de crías de alpacas clínicamente sanas y enfermas; Líneas 
C: patrones de peso molecular Salmonella Braenderup cepa H9812, Carriles 21-30, 
cepas de E. coli provenientes de animales clínicamente sanos; Carriles 45-59, cepas 
de E. coli provenientes de animales enfermos. Carril 27: Cepa aparentemente no 
tipificable proveniente de una cría sana. Las muestras 22, 24, 27, 29, 30, 44, 45, 46 y 
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Figura 11. Gel de PFGE: representación de los distintos patrones de bandas 
genéticas en los aislados de crías de alpacas clínicamente sanas y enfermas; 
Carriles C: patrones de peso molecular Salmonella Braenderup cepa H9812, Carriles 
21-30, cepas de E. coli provenientes de animales clínicamente sanos; Carriles 45-59, 
cepas de E. coli provenientes de animales enfermos. Carril 27: Cepa aparentemente 




Figura 12. Gel de PFGE: representación de los distintos patrones de bandas 
genéticas en los aislados de crías de alpacas clínicamente sanas y enfermas; 
Carriles C: patrones de peso molecular Salmonella Braenderup cepa H9812, Carriles 
17 y 27, cepas de E. coli post tratamiento con tiourea provenientes de animales 
clínicamente sanos. Nota: El carril 86 no corresponde al presente estudio. 
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4.4.2. Análisis de dendrogramas de similitud 
En relación al presente estudio, el análisis reveló diferentes perfiles de PFGE 
con la enzima de restricción de XbaI. El perfil de patrones de PFGE incluyó hasta 20 
fragmentos de ADN con pesos moleculares entre 20.5 y 650 Kb, y comparando cada 
uno de los patrones de restricción de los aislados se generó un dendrograma, 
pudiendo revelar cierta variabilidad entre aislados de Escherichia coli. Después de 
realizado el análisis mediante la técnica de PFGE, se obtuvieron los siguientes 
resultados (Tabla 5): 
 
Tabla 5. Resultados obtenidos mediante PFGE en aislados de crías de alpaca 
con cuadros diarreicos y clínicamente sanos. 
 
PERFILES DE RESTRICCIÓN 




ÚNICO MÚLTIPLE TOTAL DE 
PERFILES 
60 60/60 (100%) 50/60 (83.3%) 4/60 (6.7%) 54 (90%) 
 
Los 60 aislados del presente estudio fueron tipificados y englobados en un 
total de 54 patrones de restricción diferentes. Se obtuvieron 50 perfiles únicos 
(83.3%) (incluían un aislamiento cada uno) caracterizados por mostrar patrones de 
banda bien diferenciados y los 4 perfiles restantes (6.7%) fueron patrones de 
restricción múltiple, ya que los patrones de bandas resultaron indistinguibles e 
incluían más de un aislamiento (10 en total) de los 60 aislados tipificables. 
 
En la Figura 13 se observan todos los perfiles de restricción obtenidos con la 
finalidad de establecer posibles relaciones genéticas entre los aislados de E. coli 
provenientes de crías clínicamente sanas. El análisis reveló la separación de dos 
grandes agrupaciones (I y II), identificándose dentro de estas dos grandes 
agrupaciones 5 clusters con porcentajes de similitud no menor al 75%, de los cuales, 
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4 clusters pertenecientes a la agrupación I (IB-1 y IB-2) y 1 cluster a la agrupación II 
(IA). Los aislados con patrones idénticos o casi idénticos de PFGE son considerados 
del mismo origen clonal, y basado en esta indicación, sólo 3 aislados (n° 3, 5 y 7) 
revelaron el mismo patrón de restricción de PFGE pertenecientes a la agrupación I 
(IB-2, círculo verde), considerándose indistinguibles y por tanto la misma cepa (Fig. 
13). 
 
Con respecto a los perfiles de restricción provenientes de las crías de alpaca 
con cuadros diarreicos, se construyó un dendrograma identificándose dos grandes 
agrupaciones similar a lo observado para el caso de animales clínicamente sanos (I y 
II), identificándose 7 clusters con porcentajes de similitud no menor al 80% 
obteniéndose 5 clusters para la agrupación I y 2 clusters correspondientes a la 
agrupación II (Fig. 14). Se pudo evidenciar 2 patrones de restricción múltiple, 
considerándose patrones de restricción indistinguibles y por tanto la misma cepa. 
Una de ellas agrupaba los aislados n° 45 y 46 y la otra agrupaba los aislados n° 31 y 
52 (4 aislados en total), ambas pertenecientes a la agrupación I (IIB-2, círculos 
verdes) (Fig. 14). Asimismo, se observó un aislado por fuera perteneciente a la 
agrupación identificada como I (IA). 
 
Finalmente, se realizó la construcción de un solo dendrograma para el análisis 
de los aislados provenientes de animales con cuadros diarreicos y clínicamente 
sanos (Fig. 15). Como en los casos anteriores, el análisis reveló la separación de dos 
grandes agrupaciones (nombradas como I y II) basadas en diferencias en sus 
patrones de bandas. Fueron identificados 12 clusters con porcentajes de similitud no 
menor a 85%. Para la agrupación I se identificaron 3 clusters, habiendo en uno de 
ellos dos aislados que revelaron el mismo patrón de restricción de PFGE, 
considerando indistinguibles y por tanto la misma cepa. Para la agrupación II, se 
identificaron 9 clusters pudiéndose observar en dos de estos aislados con el mismo 
patrón de bandas de restricción (IIA-círculo en verde). En el cluster n° 4 se 
apreciaron 2 aislados con el mismo patrón de bandas genéticas considerándose la 
misma cepa (31 y 52) (IIA); mientras que, en el cluster n° 10 se pudo observar tres 
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aislados con el mismo patrón de bandas genéticas (3, 5 y 7) (IIB-círculo en verde). 
Otros aislados que fueron identificados por presentar el mismo patrón de restricción 
fueron los aislados correspondientes a los números 2, 45 y 46 (IIA-círculo en verde). 
 
En relación a las variables edad y sexo, se evidenció la presencia de cepas 
epidemiológicamente relacionadas formando clusters que incluían aislados 
provenientes de crías de diferentes edades entre los 30 días y los dos meses de 
edad; observándose de manera similar para la variable sexo, debido a la evidencia 

























Figura 13. Dendrograma generado por el Software GelCompar II, mostrando la 
relación genética entre los aislados de Escherichia coli provenientes de animales 
clínicamente sanos producidos con la enzima de restricción XbaI. El dendrograma 
fue construido usando el coeficiente de Dice 2% y análisis UPGMA. El grado de 




































































Figura 14. Dendrograma generado por el Software GelCompar II, mostrando la 
relación genética entre los aislados de Escherichia coli provenientes de animales 
enfermos producidos con la enzima de restricción XbaI. El dendrograma fue 
construido usando el coeficiente de Dice 2% y análisis UPGMA. El grado de similitud 

























































Figura 15. Dendrograma generado por el Software Gel Compar II, mostrando la 
relación genética entre los aislados de Escherichia coli provenientes de animales 
enfermos y clínicamente sanos producidos con la enzima de restricción XbaI. El 
dendrograma fue construido usando el coeficiente de Dice 2% y análisis UPGMA. El 
grado de similitud (%) es mostrado a escala. Condición: Healthy, saludable; Ill, 




































































































































































































































Escherichia coli es un patógeno común en casos humanos y animales, siendo 
Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) un agente zoonótico emergente de gran 
impacto a nivel mundial (Armstrong et al., 1996). Los rumiantes son reservorios de 
EHEC O157 (Armstrong et al., 1996), siendo el bovino la principal especie 
involucrada. Asimismo, se sabe que este serogrupo ha sido aislado de varias 
especies de mamíferos, aves y animales silvestres (OIE, 2014). En camélidos 
sudamericanos, sólo se ha reportado la presencia de E. coli enterohemorrágica 
O26:H11 en un guanaco (Lama guanicoe) de dos meses de edad que presentaba 
una diarrea acuosa (Mercado et al., 2004). Es sabido que en la mayoría de animales 
domésticos, E. coli causa una diversidad de patologías, desde infecciones entéricas 
restringidas hasta septicemias, sustentado por el hallazgo de múltiples genes de 
virulencia (Mercado et al., 2004; Bravo de Rueda, 2006; Luna et al., 2012). 
 
Sobre el hecho de conocer con más profundidad el papel de E. coli en los 
cuadros diarreicos, se han reportado diversos estudios en animales con signos 
diarreicos y clínicamente sanos, detectándose cepas patógenas en animales 
clínicamente sanos (Silvera et al., 2012; Mori et al., 2014). A pesar de la evidencia de 
información sobre patotipos y factores de virulencia hallados en animales, como los 
que han sido reportados en alpacas y que son potencialmente patógenos para el 
hombre (O’Ryan et al., 2005); aun existe muy poca información concerniente al 
aislamiento y caracterización de cepas de E. coli en camélidos sudamericanos. En 
nuestro país, no existe información acerca de estudios de tipificación molecular de 
cepas de Escherichia coli y de ningún agente infeccioso causante de trastornos 
gastrointestinales en camélidos sudamericanos. Solo existe un reporte que describe 
la prevalencia de E. coli O157 de origen porcino (Osek, 2002) y escasos artículos de 
investigación sobre este serotipo en otros países (Beutin et al., 1994; Heuvelink et 
al., 1998; Nakazawa et al., 1999). Asimismo, se ha realizado un estudio donde 
reportan la infección de serotipos O103, O145 y O174 de personal residentes de 
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granjas al ganado vacuno, justamente utilizando la técnica de PFGE para la 
tipificación de cepas (Heinikainen et al., 2007). 
 
El presente estudio proporciona información de susceptibilidad y resistencia 
antimicrobiana de Escherichia coli en crías de alpacas con cuadros diarreicos y 
clínicamente sanas; y asimismo, información epidemiológica-molecular de cepas de 
E. coli aislados de 60 crías de alpaca (un aislado por cría) (30 crías de alpacas con 
cuadros diarreicos y 30 clínicamente sanas) provenientes de la provincia de Lachocc, 
Huancavelica, durante los meses de diciembre del año 2013 a febrero del 2014.  
 
En relación a las pruebas de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana, se 
pudo observar que hubo una baja frecuencia de aislados con resistencia 
antimicrobiana. De los 60 aislados de E. coli caracterizados (30 animales con diarrea 
y 30 clínicamente sanos), la mayoría de las cepas, tanto de animales sanos como 
enfermos, mostraron susceptibilidad a los antibióticos utilizados a excepción de la 
nitrofurantoína que evidenció una resistencia antibiótica en el 85% de las cepas 
(Tabla 2). Este alto nivel de resistencia a nitrofurantoína coincide con otros estudios 
donde se utilizaron un mayor espectro de antibióticos contra E. coli (Sayah et al., 
2005; Salehi y Bonab, 2006). La mayoría de estudios reporta una alta sensibilidad de 
aislados de E. coli a nitrofurantoína tanto en animales como humanos, sin embargo, 
existen algunas investigaciones que indican una alta sensibilidad a este antibiótico en 
pacientes humanos con infecciones del tracto urinario, no así en animales de 
producción (Gales et al., 2002; Fadda et al., 2005). 
 
La alta resistencia de antibióticos como la nitrofurantoína, puede explicarse 
por el reciente uso indiscriminado de esta droga en el campo y por la aplicación de 
dosis inapropiadas. Esto es sugerente, no sólo por el comportamiento similar 
observado tanto en aislados de animales con diarrea y sin diarrea, sino también por 
el patrón de susceptibilidad similar encontrado en ambos grupos, lo cual estaría 
indicando que la resistencia a los antibióticos utilizados en el presente estudio 
circulen por conjugación genética (De Francesco et al., 2004). 
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La susceptibilidad antibiótica fue evidenciada de forma similar en animales con 
y sin diarrea, a excepción del ciprofloxacino, el cual mostró diferencia significativa 
entre ambos grupos. Altos niveles de sensibilidad fueron observados para 
trimetoprim (95%), gentamicina (90%), fosfomicina (85%), ceftadizima (75%), 
ciprofloxacino (75%), ceftriazona (70%), oxitetraciclina (60%) y amikacina (55%). 
Estos resultados coinciden con otros estudios de susceptibilidad antibiótica de cepas 
de E. coli patogénicas y no patogénicas en alpacas (Luna et al., 2012). 
 
De todos los antibióticos utilizados en el estudio, el único que mostró 
diferencias significativas en cuanto a los patrones de sensibilidad y resistencia 
antibiótica fue el ciprofloxacino, sugiriendo su aplicación en el tratamiento de cuadros 
diarreicos por E. coli en crías de alpaca. El ciprofloxacino es un antibiótico de amplio 
espectro perteneciente a la familia de las fluoroquinolonas, la cual actúa inhibiendo la 
enzima bacteriana ADN girasa (topoisomerasa) que es responsable del 
superenrollado del ADN de modo que éste pueda enroscarse en numerosos 
dominios cromosómicos y sellarse alrededor de un centro de ARN (Da Silva y 
Hollenbach, 2010). 
 
Estudios previos han reportado una susceptibilidad muy alta al ciprofloxacino 
en rumiantes (Gupta et al., 2011) y asimismo, una alta efectividad bactericida in vitro 
(Chalkley y Koornhof, 1985). Por lo cual sería uno de los antibióticos más 
recomendados para el tratamiento de diarreas por E. coli en rumiantes incluyendo los 
camélidos sudamericanos. 
 
En la presente investigación, las muestras fueron trabajadas para análisis 
genético por medio de la técnica de PFGE (Pulse field gel electrophoresis), prueba 
de oro para estudios de tipificación bacteriana, la cual se considera que presenta 
algunas desventajas como el largo tiempo requerido y el costo del equipo así como 
los costos considerables de las enzimas de restricción. El principal objetivo del 
presente estudio fue identificar relaciones genéticas entre aislados de ambos grupos 
tanto en animales con cuadros diarreicos y clínicamente sanos, así como evidenciar 
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relaciones genéticas entre aislados que se encontrasen entre los grupos de estudio y 
establecer las posibles relaciones clonales entre los grupos evaluados (crías de 
alpaca con cuadros diarreicos y clínicamente sanas) (Osek, 2002; Goering, 2010). 
 
En relación a las técnicas para la tipificación de agentes microbianos. El 
propósito de usar sistemas de tipificación bacteriana durante investigaciones en 
casos de brotes es la confirmación de una relación entre cepas que sean 
sospechosas de estar relacionadas y la clasificación apropiada de cepas de 
relaciones inciertas. Una de las herramientas más importantes en la subtipificación 
molecular  de patógenos bacterianos es la técnica de electroforesis en campos 
pulsados (PFGE: Pulse field gel electrophoresis), el cual, es un método de alto poder 
discriminatorio, altamente reproducible y resolutivo que utiliza enzimas de restricción 
que cortan el ADN bacteriano generando unos patrones de macrorrestricción 
genómicos o “huellas digitales” que permite establecer el grado de identidad genética 
entre diferentes aislamientos bacterianos epidemiológicamente relacionados, de 
forma que puede realizar una discriminación genotípica de las distintas poblaciones 
bacterianas de una especie (Tenover et al., 1995; Goering, 2010).  
 
Esta técnica es de utilidad en la vigilancia epidemiológica de diferentes 
agentes patógenos transmitidos por alimentos y facilita la investigación de brotes en 
un país integrado a una Red Regional de Subtipificación PulseNet, y así también, 
permite reconocer aislamientos relacionados que se derivan de la expresión clonal. 
La subtipificación de aislados a nivel de cepas ha sido significativamente importante 
de acuerdo a si los organismos están clonalmente relacionados, un ejemplo de ello 
es si estas cepas tienen un origen común en presuntos brotes nosocomiales o 
posibles eventos de transmisión cruzada (Tenover et al., 1995). La tipificación 
mediante la técnica de PFGE ha sido demostrado ser superior a la electroforesis de 
enzima multilocus y a la ribotipificación para casos de discriminación entre aislados 
de E. coli y, como se ha mencionado anteriormente, ha sido usada en múltiples 
investigaciones epidemiológicas (Goering, 2010).  
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Todas las cepas analizadas en el presente estudio (30 aislados de animales 
con cuadros diarreicos y 30 aislados de animales clínicamente sanas) fueron 
caracterizadas mediante la técnica de PFGE, utilizando la endonucleasa de 
restricción XbaI. Esta enzima de restricción fue seleccionada, ya que, según estudios 
(Rice et al., 1999; Renter et al., 2003; Heinikainen et al., 2007; Mora et al., 2007) es 
la más adecuada para la caracterización de E. coli al producir bandas claras y bien 
separadas y ser los patrones de restricción fácilmente interpretables. 
 
En el presente estudio, se utilizó una sola enzima de restricción y la cual ha 
sido estandarizada dentro del protocolo de PFGE para estudios de caracterización 
genotípica de aislados de E. coli, la XbaI. Esta endonucleasa de restricción, 
purificada del microorganismo Xantomonas badrii, es una endonucleasa de 
restricción tipo II que corta el ADN de doble cadena en el sitio de reconocimiento de 
6 pares de bases 5’-T/CTAGA-3’ para generar fragmentos de ADN con extremos 
cohesivos 5’. Esta enzima de restricción solo cortará parcialmente aislados de ADN 
de cepas de E. coli que presenten la enzima metilasa dam (cepas dam+), asimismo, 
se sabe que pueden cortar sitios de reconocimiento secundarios bajo condiciones no 
óptimas. En los protocolos según la base de datos de la PulseNet del Centro de 
Control de Enfermedades y Prevención (CDC: Centers for Disease Control and 
Prevention) recomienda en casos de que se obtengan patrones de restricción 
indistinguibles en una cantidad significativa utilizar una segunda enzima de 
restricción (Goering, 2010).  
 
Es recomendable el uso de una segunda enzima para confirmar los patrones 
de restricción obtenido con la enzima primaria (para el presente estudio fue XbaI), 
dicha enzima es denominada enzima secundaria, siendo comúnmente usada la BlnI 
(AvrII) obtenida a partir del microorganismo Brevibacterium linens. Esta 
endonucleasa de restricción es también una nucleasa de tipo II, la cual reconoce la 
secuencia C/CTAGG y genera al igual que la XbaI, extremos cohesivos 5’. Es por 
ello que, aunque dos cepas puedan tener patrones de restricción indistinguibles 
después de la digestión con una endonucleasa de restricción no significa 
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necesariamente que estas cepas sean idénticas o relacionadas. Davis et al. (2003) 
ha sugerido que el análisis por PFGE basado en los patrones de restricción de ADN 
de 6 enzimas es requerido para dar una estimación adecuada de la relación entre 
cepas. Estudios previos han reportado que la visualización de los patrones de 
restricción incluso después de la digestión con 3 enzimas de restricción, demuestran 
que las cepas pueden originarse de múltiples fuentes, y estas fuentes pueden estar 
separadas por grandes distancias (Singer et al., 2004). 
 
Es sabido que hay que considerar muchos pasos dentro del protocolo de 
PFGE y asimismo que existen puntos críticos a los cuales deberíamos prestar 
atención a fin de evitar potenciales errores durante el procedimiento de la técnica, 
entre las que se encuentra la preparación de la suspensión celular y de los “plugs” de 
PFGE, lisis celular, lavado de los plugs, digestión del ADN, electroforesis en gel de 
ADN restringido y documentación del gel de PFGE. En relación al análisis de los 
geles de PFGE, se había mencionado que algunos aislados revelaron ciertas 
imperfecciones como proximidad muy cercana entre bandas, aumento de grosor de 
las bandas, ausencia de bandas, aumento considerable de la curvatura de las 
bandas y distorsión de las bandas producidas. 
 
Durante el procedimiento de la técnica de PFGE se identificaron 2 aislados (17 
y 27) pertenecientes al grupo de crías de alpaca clínicamente sanas, cuyas cepas no 
fueron revelados sus patrones de bandas en dos corridas por lo que fue necesario 
recurrir a la adición de tiourea (0.52M) en el buffer de corrida a fin de prevenir la 
degradación de ADN, permitiendo que los aislados aparentemente no tipificables 
sean tipificados. En el caso de los aislados no tipificables, éstos poseen enzimas 
DNA-asas que digieren el ADN en el proceso de formación de los bloques o durante 
su almacenamiento, por tanto, no es evidente ningún patrón de bandas. En relación a 
que casi la totalidad de los patrones de restricción, 50 de los 60 obtenidos (83.3%) 
incluyeron un único aislamiento, estos resultados revelan un buen indicativo de la 
elevada variabilidad o heterogeneidad existente en los aislados de crías de alpaca 
con cuadros diarreicos y clínicamente sanos. 
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El método de PFGE usado en el presente estudio mostró eficientemente 
polimorfismos de ADN y variabilidad entre cepas en ambos grupos (sanos y 
enfermos) y entre los grupos mencionados. Como se ha referido anteriormente, este 
es el primer estudio en camélidos sudamericanos que utiliza el PFGE para recabar 
información sobre caracterización genotípica de agentes patógenos involucrados en 
la presentación de trastornos intestinales; sin embargo, se han ejecutado este tipo de 
estudios en otras especies obteniendo resultados satisfactorios en el análisis 
molecular de serotipos de E. coli O157 (Heuvelink et al., 1998; Osek, 2000; Osek and 
Gallien, 2002; Arthur et al., 2007). 
 
Según los resultados obtenidos en los dendrogramas de similitud de crías de 
alpaca con cuadros diarreicos, clínicamente sanas y el dendrograma donde aparecen 
los patrones de restricción de ambos grupos (sanos y enfermos) se observaron muy 
pocos casos de cepas indistinguibles (un mismo patrón de restricción) incluyendo 3 
aislados con un mismo patrón de restricción dentro del grupo de crías de alpacas 
clínicamente sanas (3, 5 y 7); dos aislados con el mismo patrón de restricción en el 
cluster n°3 (31 y 52) y dos aislados en el cluster n°4 (45 y 46) en crías de alpacas 
con diarrea; y finalmente, 4 perfiles mútiples de restricción que abarcaron diez 
aislados observados en el dendrograma de similitud de crías de alpaca clínicamente 
sanas y enfermas (Fig. 15). Estos resultados presentan cierta similitud a lo 
encontrado en otros estudios de investigación (Faith et al., 1996; Wetzel y LeJune, 
2006) utilizando el método de PFGE como herramienta de caracterización 
genotípica, en cuyos casos evaluaron diferencias en los patrones de restricción del 
serogrupo de E. coli O157 en animales de granja. Ha sido reportado que para los 
casos del serotipo de E. coli O157:H7, las cepas con patrones de restricción 
indistinguibles han sido aislados de bovinos que se encontraban separados por 
largas distancias; así también para casos que involucraban sólo al serotipo O157 
(Rice et al., 1999; Van Donkersgoed et al., 2001; Renter et al., 2003). Rice et al. 
(1999) aislaron cepas de E.coli O157:H7 con patrones de restricción indistinguibles 
de múltiples granjas en el Noreste Pacífico de los Estados Unidos. Dichos autores 
sugirieron que el movimiento de ganado entre las granjas que fueron evaluadas era 
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el posible mecanismo de la transferencia de E. coli O157:H7; sin embargo, ellos no 
fueron capaces de probar definitivamente esta hipótesis. En otro estudio se identificó 
una baja pero significativa correlación entre la distancia geográfica y similaridad 
genética, por lo cual concluyeron que la transmisión de cepas de E. coli O157:H7 
ocurre incluso a distancias globales (Davis et al., 2003). 
 
Con respecto a los resultados encontrados basados en el dendrograma de 
similitud construido para crías de alpacas clínicamente sanas se pudo observar dos 
agrupaciones bien definidas (ver Fig. 13). Todos los animales que fueron 
muestreados pertenecían a una misma comunidad, por lo que estos animales 
convivían unos con otros durante todo el tiempo, habiendo un contacto íntimo entre 
ellos bajo un mismo sistema de crianza. Claramente se puede observar la separación 
entre ambos grupos, habiendo características particulares en la agrupación II Io que 
permite que éste se encuentre separado del grupo I en el dendrograma de similitud. 
Si bien es cierto, los animales estuvieron en un mismo ambiente y bajo un mismo 
sistema de crianza, no es posible asegurar que en el caso de las crías de alpaca 
pertenecientes a la agrupación II no hayan tenido un contacto mayor con otros 
animales que puedan tener un rol como reservorios en la epidemiología de la 
enfermedad, y que involucre la transmisión de cepas desde animales como bovinos 
(considerado el principal reservorio de E. coli) o rumiantes menores e incluso a partir 
de los humanos u otras fuentes de infección que incluyen fómites, fuente de agua, 
entre otros; es poco probable que esto ocurra debido al sistema de crianza realizado 
y a las condiciones similares a los que fueron sometidos los animales en estudio. Sin 
embargo, se sabe que esta agrupación está constituida por serotipos idénticos y a su 
vez relacionados como los serotipos O8:H8 y O6:H10 por lo que explicaría, en gran 
parte, esa distribución de las agrupaciones I y II en el dendrograma de similitud 
(Llamosas et al., en prensa). Por otro lado, uno de los serogrupos (O103) que 
conforma la agrupación II, ha sido reportado como causal de severas enfermedades 
en animales y humanos, al igual que los serogrupos O26, 111 y 145 (Brooks et al., 
2005; Prager et al., 2005). Este último dato, permite concluir que a pesar de que este 
serogrupo es prevalente en regiones de America Latina y es causal de severas 
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enfermedades en animales y humanos, los camélidos sudamericanos como las 
alpacas no desarrollan la enfermedad a pesar de poseer en su flora intestinal este 
serogrupo, habiendo la posibilidad de que esta especie cumpla un rol como 
reservorio de cepas de Escherichia coli potencialmente patógenas. 
 
En cuanto a la presencia de patrones de restricción múltiple, fueron 
observados aislados con patrones de restricción idénticos de PFGE, los cuales son 
considerados del mismo origen clonal. Estos 3 aislados (3, 5 y 7), pertenecientes a la 
agrupación IB, presentaban la misma cepa de E. coli independientemente de su 
potencial patogenicidad, manteniéndose el animal clínicamente sano y sin evidencias 
de padecer alguna enfermedad. 
 
Por último, una de las agrupaciones (IA) estaba constituido por un solo cluster 
separada claramente de los demás clusters que aparecen en el dendrograma de 
similitud (ver Fig. 13). Si bien es cierto, los animales convivían en íntimo contacto 
unos con otros y bajo el mismo sistema de crianza, sin embargo, se pudo determinar 
que los 2 aislados correspondían a 2 serotipos en particular. Uno de ellos era el 
serogrupo O174, considerado en el Sistema Nacional de Salud de Argentina como 
uno de los 4 serotipos no-O157:H7 prevalentes de impacto nacional, siendo 
reportado de causar severas enfermedades en animales y humanos (Brooks et al., 
2005; Prager et al., 2005); y el otro serogrupo, del cual se tiene muy poca 
información es el O121. Posiblemente, ambos serogrupos hayan presentado una alta 
tasa de mutaciones que incluyen deleciones, inserciones, combinaciones u otro tipo 
de alteración génica que podrían haber ido apareciendo a lo largo del tiempo y como 
consecuencia la gran variabilidad de ambos serogrupos basado en las observaciones 
obtenidas a partir de los patrones de restricción que fueron resueltos a través del 
PFGE.  
 
Con respecto a los resultados basados en el dendrograma de similitud 
correspondiente a las crías de alpaca con cuadros diarreicos (Fig. 14), se pudo 
observar, al igual que en el caso de los animales clínicamente sanos, la presencia de 
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dos agrupaciones claramente separadas (I y II). Si bien es cierto, los animales 
convivían en íntimo contacto unos con otros y bajo el mismo sistema de crianza, en 
el caso de los animales que presentaron cuadros diarreicos, la división de las ramas 
para la formación de dos agrupaciones claramente separadas evidencia, para la 
agrupación II, la presencia de aislados que tienen en común un mismo serogrupo 
(H21) (Llamosas et al., en prensa) a excepción de uno de las cepas cuyo serogrupo 
era H25, siendo ambos serogrupos muy relacionados y a la vez ser cepas que no 
causan enfermedad en animales domésticos (Hussein, 2007), siendo posible que la 
causa de la diarrea no involucre directamente a E. coli como único agente causal de 
diarrea en estos casos en particular e intervengan otros agentes en la presentación 
de los cuadros diarreicos. 
 
En el mismo dendrograma de crías de alpaca con cuadros diarreicos pudo 
observarse una cepa por fuera, la cual se encontraba separada completamente de 
los clusters identificados (6 clusters en total). En relación a la presencia de esta cepa, 
pudo haber divergido de las demás debido probablemente a diferencias en cuanto a 
factores de virulencia o tasa de mutaciones variables haciendo a esta cepa diferente 
a las demás, en cuyo caso, podría haberse tratado de algún patotipo diferente a los 
otras aislados que fueron agrupados formando clusters y constituyendo las dos 
agrupaciones identificadas en el dendrograma de similitud. Otra característica que se 
debe mencionar es que el serogrupo identificado para esta cepa que fue observada 
por fuera en el dendrograma resultó ser del serogrupo O70, que si bien es cierto este 
serogrupo no es un potencial patógeno causal de enfermedad en animales (Renter et 
al., 2003), se presume que la adición de glucosa para la formación del antígeno O:70 
O-PS involucra genes adquiridos individualmente que codifican una 
glucosiltransferasa putativa que puede ser un factor relacionado a virulencia 
(MacLean y Perry, 2010), pudiendo contribuir a la aparición de esta cepa por fuera en 
el dendrograma de similitud. 
 
Como se había mencionado anteriormente, se pudo observar patrones de 
restricción múltiple conformadas por patrones de restricción indistinguibles y por 
91 
 
tanto se trataban de las mismas cepas, habiendo en uno de los patrones de 
restricción múltiple (45 y 46) los mismos serotipos; sin embargo, en el caso del otro 
patrón de restricción múltiple, ambos aislados fueron identificados con serotipos 
diferentes (Llamosas et al., en prensa), por tanto, es probable que a pesar de 
corresponder a serotipos diferentes, que significa poseer distintos antígenos 
somáticos y flagelares, ambas cepas serían las mismas; sin embargo, habría la 
posibilidad de que no fuera tanto así debido al uso de una sola enzima de restricción 
sugiriendo que el análisis por PFGE basado en los patrones de restricción de ADN 
de 6 enzimas es requerido para incrementar la resolución de la técnica de forma que 
permita la diferenciación de las cepas (Davis et al., 2003). 
 
Finalmente, en relación al dendrograma de similitud construido para crías de 
alpacas con cuadros diarreicos y clínicamente sanas (Fig. 15), se pueden observar 
algunas características en particular, entre ellas tenemos: la presencia de clusters 
que incluyen animales sanos y enfermos, la existencia de cepas con procentajes de 
similitud mínimo provenientes de animales sanos y enfermos en un solo cluster, 
presencia de cepas con patrones de restricción indistinguibles provenientes de crías 
clínicamente sanas y presencia de cepas con patrones de restricción indistinguibles 
provenientes de crías enfermas, y finalmente, la existencia de cepas con patrones de 
restricción indistinguibles provenientes tanto de cepas provenientes de crías de 
alpacas clínicamente sanas como enfermas.  
 
Con respecto a la presencia de clusters conformados por crías de alpacas con 
cuadros diarreicos y clínicamente sanas, es probable que las cepas de E. coli sean 
transmitidas de animales enfermos a sanos o viceversa considerando el contacto tan 
próximo que tienen estos animales que se encuentran bajo un mismo ambiente y un 
mismo sistema de crianza, dicha explicación sustentaría el porcentaje de similitud 
mínimo tan elevado para cepas provenientes de animales enfermos y sanos; además 
de que en la mayoría de los clusters al menos una de las cepas presenta un serotipo 
diferente al resto. Existen otras fuentes de transmisión incluyendo animales y 
humanos, habiendo la posibilidad de que los animales y los humanos que trabajan 
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con estas especies sean en parte responsables de ser vehículos de transmisión, y 
así también los fómites, los cuales deberían ser considerados como vehículos de 
transmisión dentro de todo este marco epidemiológico relacionado a la presentación 
de colibacilosis en animales domésticos. Cabe mencionar que estudios previos han 
reportado la presencia de ciertos patotipos de E. coli en los ríos (Johnson et al., 
2003), principalmente los que se encuentran cercanos a centros de producción 
pecuaria, y siendo el bovino el principal reservorio de cepas EHEC, sin ser afectado 
por este agente más si pudiendo excretar y contaminar las aguas, puede todo ello 
conducir estas mismas aguas contaminadas desde diversos puntos geográficos y así 
mantener en circulación cepas de E. coli pudiendo presentarse brotes de la infección 
en distintas comunidades donde la crianza de animales como los camélidos 
sudamericanos es frecuente (Caprioli et al., 2005).  
 
En relación a la identificación de cepas con patrones de restricción 
indistinguibles; sin embargo, llama la atención la presencia de algunas provenientes 
de animales enfermos y sanos con el mismo patrón de restricción. En este caso, para 
el cluster 2 de la agrupación I (ver Fig. 15) un mismo serotipo y muy probablemente 
el mismo patotipo sería una causa potencial de diarrea en los casos encontrados en 
el presente estudio. Por otro lado, la presencia de patrones de restricción 
indistinguibles entre crías de alpaca sanas y con cuadros diarreicos que no 
pertenecían a un mismo serotipo, es probable que sea más de una cepa de E. coli  el 
agente causal potencial de diarrea, y es lo que se muestra en la agrupación IA del 
dendrograma de similitud (Llamosas et al., en prensa). Asimismo, podría atribuirse 
una posible infección mixta con otros agentes infecciosos importantes como 
potenciales causales de cuadros diarreicos en alpacas como Clostridium perfringens, 
Eimeria sp., rotavirus, Criyptosporidium parvum, entre los más comunes y que 
forman parte del complejo entérico neonatal (Rosadio et al., 2012); sin embargo, no 
se pudo determinar la presencia de estos agentes en los casos estudiados. 
 
En el caso de los seres humanos que trabajan con estos animales o individuos 
que ingresan a los centros de producción de novo, se sabe que son portadores y 
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ellos siguen eliminando bacterias sin padecer ninguna sintomatología clínica 
(Stephan et al., 2000), asimismo, la ausencia de letrinas que pueden provocar el 
contacto de animales con deposiciones humanas (Sinnecker, 1976), y los niños que 
son positivos a algún patotipo de E. coli, los cuales pueden actuar como reservorio 
de cepas procedentes de alguna otra especie como bovino, ovino o incluso de 
camélidos sudamericanos (Caprioli et al., 2005).  Sumado a los posibles factores de 
riesgo que conllevan a la presentación de la enfermedad, el constante contacto de 
alpacas conlleva a una transmisión de cepas de E. coli entre animales sanos, 
enfermos o entre ambos grupos (Rosadio et al., 2012). Es muy probable que cada 
uno de los factores que se han mencionado anteriormente puedan estar involucrados 
en la epidemiología de la enfermedad en camélidos sudamericanos del presente 
estudio consistente con los hallazgos que se han reportado en otros estudios que 
incluyen no sólo especies como camélidos sudamericanos sino también especies 
relacionadas como ovinos y bovinos. 
 
Aunque la información proporcionada provee sólo un indicio de la diversidad 
de cepas de E. coli, este hallazgo es consistente con estudios recientes que han 
reportado un amplio rango de diversidad genética en la población de E. coli O157:H7 
asociado a ganado bovino, donde muchos genotipos comúnmente hallados en los 
bovinos, y que no han sido asociados con enfermedad humana, están asociados a 
muy bajas frecuencias (LeJeune et al., 2001; Besser et al., 2001). En relación a los 
resultados sobre la alta variabilidad genotípica encontrada en cepas de E. coli 
provenientes de crías de alpaca, es sugerente de que el ambiente donde se 
encuentran los animales pueden proveer vehículos para una transmisión efectiva 
dada la presencia de cepas con una alta similaridad genética sin intercambio de 
animales (Ferens y Hovde, 2011), tal como se describen en estudios realizados en 
bovinos y porcinos donde se reportan un número elevado de perfiles de PFGE con 
bajas correlaciones entre la distancia geográfica y la similitud genética (Johnsen et 




Por último, en relación a la utilización del Software GelCompar II para la 
construcción de los dendrogramas de similitud, es importante mencionar que toda la 
metodología y los pasos aplicados (puntos críticos) mediante este programa merece 
mucho entrenamiento y experticia por parte del que maneja este tipo de datos en un 
software como el mencionado sobre todo en los pasos de normalización e 
identificación de las bandas que serán finalmente las que conformarán cada uno de 
los patrones de bandas y que permitirá la construcción de los dendrogramas de 
similitud, ya que en el paso de normalización es importante definir el rango de peso 
molecular de la cepa de referencia que se esté utilizando y definir bien las bandas 
que se utilizarán para la comparación con los patrones de bandas resultantes a partir 
del procesamientos de las cepas de estudio; y asimismo, los conocimientos previos y 
la experticia en el manejo de los datos y en la definición de qué bandas serán 
marcadas y cuales no para su posterior análisis. 
 
En resumen, las cepas de E. coli fueron recuperadas de crías de alpacas 
provenientes de un brote de diarreas en una comunidad campesina, algunas de las 
cepas demostraron presentar los mismos patrones de restricción (indistinguibles) y 
por tanto definirlas posiblemente como las mismas cepas a pesar de que solamente 
fue usada la enzima primaria XbaI, debido a los altos costos de las enzimas de 
restricción y a la dificultad que se tuvo con el envío de la enzima utilizada en el 
presente estudio. Asimismo, mencionar que existe una gran variabilidad entre cepas 
debido al escaso número de patrones de restricción múltiple, siendo observada a 
través de la resolución de los geles de electroforesis y más detalladamente mediante 
el análisis de los dendrogramas para todos los grupos anteriormente mencionados. 
Finalmente, recalcar la baja variabilidad fenotípica encontrada en relación a la 
resistencia-sensibilidad a antibióticos de las cepas de Escherichia coli estudiadas y la 









 De la totalidad de las muestras de heces provenientes de crías de alpacas con 
cuadros diarreicos y clínicamente sanas analizadas en el presente estudio, se 
aisló e identificó 60 cepas de Escherichia coli. 
 Las cepas de Escherichia coli provenientes animales con cuadros diarreicos y 
clínicamente sanos muestran patrones de sensibilidad y resistencia similares, 
con una alta resistencia a la nitrofurantoína. 
 Existe alta variabilidad genotípica de Escherichia coli provenientes de crías de 
alpacas con cuadros diarreicos y clínicamente sanos. 
 Existen cepas indistinguibles compartidas para casos con cuadros diarreicos y 
clínicamente sanas, indicando la presencia de Escherichia coli como flora 
normal en las alpacas. 
 Las variables sexo y edad no influyen en la variabilidad genotípica ni fenotípica 
de cepas de Escherichia coli provenientes de crías de alpacas con cuadros 


















 Establecer un mayor tamaño muestral comprendiendo datos estadísticos 
como sexo, edad, comunidad de procedencia que brinden información 
epidemiológica molecular de los aislados de Escherichia coli y con ello, ayudar 
al mejor entendimiento e interpretación de los resultados. 
 Utilizar como mínimo una segunda enzima de restricción que permita 
confirmar los resultados obtenidos a partir de la visualización de los patrones 
de restricción. 
 Abarcar una mayor área geográfica considerando otras provincias del Perú a 
fin de que se pueda recabar una mayor información epidemiológica molecular 
que evidencian una posible circulación de cepas de Escherichia coli entre las 
distintas comunidades tanto a nivel local como regional. 
 Considerar la posibilidad de colectar muestras fecales de otros animales y de 
humanos que estén en contacto frecuente con camélidos sudamericanos a fin 
de establecer relaciones clonales entre cepas de E. coli obtenidas a partir de 
estas especies relacionadas epidemiológicamente con la enfermedad. 
 Considerar la aplicación del método de PFGE para otros agentes 
potencialmente patógenos causantes de morbilidad y/o mortalidad en 
camélidos sudamericanos, en razón de la eficiencia de la prueba para la 
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 Anexo 1. Base de datos de las crías de alpaca seleccionadas para el estudio
Número Código Edad Sexo Condición 
31 SM-CE-31 2 meses Hembra Enfermo 
32 SM-CE-32 1 mes Macho Enfermo 
33 SM-CE-33 1.5 meses Macho Enfermo 
34 SM-CE-34 1.5 meses Macho Enfermo 
35 SM-CE-35 2 meses Hembra Enfermo 
36 SM-CE-36 1 mes Macho Enfermo 
37 SM-CE-37 2 meses Hembra Enfermo 
38 SM-CE-38 1.5 meses Macho Enfermo 
39 SM-CE-39 1.5 meses Macho Enfermo 
40 SM-CE-40 1 mes Macho Enfermo 
41 SM-CE-41 1.5 meses Macho Enfermo 
42 SM-CE-42 2 meses Hembra Enfermo 
43 SM-CE-43 1.5 meses Hembra Enfermo 
44 SM-CE-44 1 mes Hembra Enfermo 
45 SM-CE-45 2 meses Macho Enfermo 
46 SM-CE-46 1 mes Hembra Enfermo 
47 SM-CE-47 1 mes Macho Enfermo 
48 SM-CE-48 1.5 meses Macho Enfermo 
49 SM-CE-49 1 mes Macho Enfermo 
50 SM-CE-50 1.5 meses Hembra Enfermo 
51 SM-CE-51 2 meses Macho Enfermo 
52 SM-CE-52 1 mes Macho Enfermo 
53 SM-CE-53 1 mes Macho Enfermo 
54 SM-CE-54 1.5 meses Hembra Enfermo 
55 SM-CE-55 1 mes Macho Enfermo 
56 SM-CE-56 1 mes Hembra Enfermo 
57 SM-CE-57 2 meses Hembra Enfermo 
58 SM-CE-58 1.5 meses Macho Enfermo 
59 SM-CE-59 1.5 meses Macho Enfermo 
60 SM-CE-60 2 meses Macho Enfermo 
Número Código Edad Sexo Condición 
1 SM-C-1 1 mes Macho Sano 
2 SM-C-2 2 meses Hembra Sano 
3 SM-C-3 2 meses Hembra Sano 
4 SM-C-4 1.5 meses Macho Sano 
5 SM-C-5 1 mes Macho Sano 
6 SM-C-6 2 meses Macho Sano 
7 SM-C-7 1.5 meses Macho Sano 
8 SM-C-8 1.5 meses Hembra Sano 
9 SM-C-9 1 mes Macho Sano 
10 SM-C-10 1 mes Macho Sano 
11 SM-C-11 2 meses Macho  Sano 
12 SM-C-12 1.5 meses Hembra Sano 
13 SM-C-13 1.5 meses Macho Sano 
14 SM-C-14 2 meses Macho Sano 
15 SM-C-15 1 mes Macho Sano 
16 SM-C-16 1.5 meses Macho Sano 
17 SM-C-17 2 meses Macho Sano 
18 SM-C-18 2 meses Macho  Sano 
19 SM-C-19 1 mes Hembra Sano 
20 SM-C-20 1.5 meses Hembra Sano 
21 SM-C-21 2 meses Hembra Sano 
22 SM-C-22 1.5 meses Macho Sano 
23 SM-C-23 2 meses Hembra Sano 
24 SM-C-24 1 mes Macho  Sano 
25 SM-C-25 2 meses Macho Sano 
26 SM-C-26 1.5 meses Hembra Sano 
27 SM-C-27 1.5 meses Hembra Sano 
28 SM-C-28 2 meses Macho Sano 
29 SM-C-29 2 meses Hembra Sano 















































































































Anexo 6. Artículo científico 
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